Nuria Rodriguez Farifias

DETERMINACION DE COMPUESTOS
DE INTERES FARMACOLOGICO
EN FLUIDOS BIOLOGICOS POR TECNICAS
ELECTROFORETICAS Y ELECTROQUIMICAS

[.S.B.N. Ediciones de la UCLM
84-8427-455-1

ﬁ Ediciones de la Universidad
n de Castilla-La Mancha

Cuenca, 2006






UNIVERSIDAD DE CASTILLA-LA MANCHA
Facultad de Ciencias Quimicas
Departamento de Quimica Analitica y Tecnologia de Alimentos

Determinacion de compuestos de interés farmacologico en

fluidos biologicos por técnicas electroforéticas y

electroquimicas

Nuria Rodriguez Farinas

Tesis doctoral
Ciudad Real, 2004



UMI Number: 3220266

®

UMI

UMI Microform 3220266

Copyright 2006 by ProQuest Information and Learning Company.

All rights reserved. This microform edition is protected against
unauthorized copying under Title 17, United States Code.

ProQuest Information and Learning Company
300 North Zeeb Road
P.O. Box 1346
Ann Arbor, Ml 48106-1346



@\

UNIVERSIDAD DE
CASTILLA - LA MANCHA

_DEPARTAMENTO DE
QUIMICA ANALITICAY TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Facultad de Ciencias Quimicas

Determinacion de compuestos de interés farmacologico en fluidos
bioldgicos por técnicas electroforéticas y electroquimicas.

por
Nuria Rodriguez Farifias

Visado en Ciudad Real, 16 de Enero de 2004

Fdo.: Juana Rodriguez Flores
Profesora Titular del
Departamento de Quimica
Analitica y Tecnologia de

Alimentos de la Universidad Trabajo presentado para optar al Grado
de Castilla-La Mancha de Doctor en Ciencias Quimicas
Fdo.: Gregorio Castafieda Pefialvo Fdo. Nuria Rodriguez Farinas

Profesor Titular del
Departamento de Quimica
Analitica y Tecnologia de
Alimentos de la Universidad
de Castilla-La Mancha



&

UNIVERSIDAD DE
CASTILLA - LA MANCHA

DEPARTAMENTO DE QUIMICA ANALITICA
Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

JOSE MARIA LEMUS GALLEGO, Profesor Titular de Universidad y Secretario
del Departamento de Quimica Analitica y Tecnologia de Alimentos de la
Universidad de Castilla-La Mancha,

CERTIFICA:

Que el presente trabajo de investigacion titulado “Determinacion de compuestos
de interés farmacolégico en fluidos bioldgicos por técnicas electroforéticas y
electroquimicas” constituye la Tesis Doctoral que presenta D2. Nuria Rodriguez
Farinas para aspirar al Grado de Doctor en Quimica, y ha sido realizado en los
laboratorios de este Departamento bajo la direccion la Dra. D?®. Juana
Rodriguez Flores y del Dr. D. Gregorio Castaiieda Penalvo.

Y para que asi conste, expido y firmo el presente certificado en Ciudad
Real a dieciséis de enero de dos mil cuatro.

Ve B®

Fdo. Maria Dolores Cabezudo Ibafiez Fdo. José Maria Lemus Gallego
Directora del Departamento Secretario del Departamento



Una vez concluido este trabajo, no podria olvidarme de aquellas personas que

han compartido conmigo estos ultimos anos y a los que desearia expresar mi gratitud.

En primer lugar, al Dr. Juan José Berzas Nevado por haberme brindado la

oportunidad de trabajar en este grupo de investigacion.

A la Dra. Juana Rodriguez Filores y al Dr Gregorio Castafieda Pefialvo, directores
de este trabajo, por el constante interés, paciente apoyo y por supuesto, la inapreciable

ayuda que me han prestado en todo momento. Gracias.

A mis compafieros del laboratorio de Quimica Analitica de Ciudad Real porgue
siempre que les he necesitado han estado ahi para echarme una mano. Tampoco me
puedo olvidar de los de Toledo, Maria, Sara y especialmente Rosa y Javi, gracias por

ayudarme sobre todo en los ultimos momentos.

A mis padres, hermanas y abuelo, por su comprension y carifio y sobre todo
paciencia. Porgue me habéis aguantado cuando era insoportable, me habéis animado a

llegar y sin vosotros no hubiera sido posible.

Ismael, équé te voy a decir que no sepas?, solamente decirte... gracias por tu

apoyo incondicional y por estar siempre a mi lado.

A mis amigas Carol, Raquel, Eva, Henar y Susana por su amistad, conse€jos y

apoyo que nunca me han faltado.

Juli, gracias por el tiempo que me has dedicado. Has sido la "gota” que ha

colmado este trabajo.



A mis padres

A Ismael



iNDICE

OBUJETO DE LA TESIS. .....oeiiiiiiieiiiiitcntcnieitntcsiesec st st seesesssatsesteesaessassssssessesssesans N
T. INTRODUCCION . ......ooeeoieeeeee s eesessssee st essessss st sss bbb sssss s 3
1.1. Historia, evolucion y metabolismo de farmacos.............eeeeeeeeeeeeeecieecsnecneeennns 5
1.2. Aspectos farmacolégicos y bibliograficos de los compuestos en estudio......... 13
1.2.A. Aspectos farmacoldgicos de la leucemia cronica. ......eeceeeeeeceeecveecveeeneenen. 15
1.2.B. Aspectos farmacoldgicos de la disfuncion eréctil.........ovvvevieieeeenecneennnne. 30
1.2.C. Aspectos farmacoldgicos del Aborto ... 52
1.3. Aspectos tedricos de las técnicas utilizadas. ...............ccoooeeiiiiiiiciieecee, 63
1.3.A. EleCtroforesis COPIIAN .....cuviii ettt eeans 65
Definicién de electroforesis y principios generales de la técnica............... 66

Teoria de 1a eleCHOfOresis...............ccoeueerieieeeirieeeeee e 70
Aspectos tedricos de la electroforesis CApilar......coivveveeieiececeeieciecveeeenne, 70

El fendmeno de electroforesis y el flujo electroosmotico .....cvveeeeeeeeneenn.. 73

El tampONn de SEPRArACION ......covievieeeeeeeeeeeeeteete ettt e 80



Pardmetros determinantes de 1a separaCion ........oeeeeeeeeeeeeceeeeveeeeeeeeee 84

Factores que afectan al desarrollo de la separacion ..........ceeeevveeveeenenenn. 87
Aspectos instrumentales y operacionales de la electroforesis capilar ......93
INYECCION AE 1A MUESHIQ e 94
Concentraciéon de la muestra en el CARIIAr......oiiviveveeeeeeeeeee e 100
Fuente de alfo VOIQJE ... 106
GO ettt et ettt e e e e ete e e ette e e beeebeeeeabeeeabeeetaeeeareeennes 107
Sistemas de termostatizacion del capilar ... 112
Sistemas de AeTECCION......c.icieeeece et 114

Optimizacién de la precisién de las medidas en electroforesis capilar ..129

Aplicaciones de la electroforesis capilar .................cccooooeevveieecieeeeecieeeennn, 131
1.3.B. TECNICAS EIECITOQUIMICOS. ..oveeeeeceeeee ettt 133
Clasificacion de las técnicas electroanalificas......ooeeeeveveverereceecece 134
POIAIOGIQASIQ ...t 136
= WeTo]lolgeTe] (o aaTe USSP PRURUUURRNE 137

Caracteristicas del electrodo de gotas de mercurio ........cceceeeeveveeneanen. 141



TECNICAS POIArOGIAfICAS .........c.ccooeeeieeieieeeeeeeeeeeeeeee e 143

Polarografia diferencial de PUISO ........oocuievieeieeeeeeeeeeeeeceeeeeee e 143
Técnicas vOAMPEroMEICAS .............ccoocvvvieeieiiieeeieeeeeeeeeeeeee e 147
Sistema VOAMPErOMETICO ... 148
MICTOEIECITOTOS .cneteiiiieite ettt s 149
Técnicas voltamperométricas utilizadas..................cccccooeeeeeeeeeceeeenenenn. 152
Voltamperometrial CICHTA ..o 152
Voltamperometria de onda CUQArada .......oocvieeieieeeeeeeeeeeeeeeee e 156
Voltamperometria por redisOlUCION ........ccouveiieiieeieiececececeeeee e 159
Grupos funcion@les reACHVOS .............ccoueeeeeceiiieeieieeeee e 166
1.4. Sistema de tratamiento de muestras DIOIOGICAS.......cvevveevievecieeiceeeeeceeeve 173
1.5. Andlisis estadistiCo elemental........coi e 187
Pardmetros estadisticos descriptivos CIASICOS ....ouvvvvriiiveieeeeeeeeeeeeveeene 189
METOdOS de COIMEIATION ..ot 191
Rectas de calibrado(Regresidon por minimos cuadrados) ........cceveeuveae... 192

LR e [N (e 1 RO 197



LS e L= (o 1 A USRI UUPRRRUPRRNE 198
Comparacién de rectas de calibrado. Andlisis de varianza (ANOVA)....199

Otros usos de la calibracién. Comparacion de las pendientes de dos

FECTAS AE CAlIDIATO . ccciiiiieeeeee ettt e e et e e e e e e e e e aaaeeeeeeeseaan 205

PARTE EXPERIMENTAL

2. MATERIAL Y DISOLUCIONES ... oottt ettt eeetteee e s e e esttasaeeeseeeesennaassaees 211
2.A. Instrumentacion UHZAAQ. ..........occoooviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 213
2.B. DisOIUCIONES UHIIZAAQS. .........oooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee et e e ne e 215

DETERMINACION DE IMATINIB Y SU METABOLITO

3. Determinacién de Imatinib y su metabolito en orina mediante electroforesis

CAPIIAr N ZONQA ...t te e et e et e e st e e e bae e aaeeeabee e beeeeateaenses 221
3.1. Condiciones A& OPEIACION. ....c.ooueeueeceeeeeeeeee ettt 226
3.2. Condiciones de MEAIAD . .c..eeiiririeierieeeeee ettt et 227
3.3. ObFTeNCION A€ 10 OMINAL. .ttt 228

3.4, EStUIOS PrEliMINQITES. ..oecoeveeeeeeieee e e aneas 228



3.5. Influencia del pH en 10 SEPAraCION.......c..ooeeeeeeceeeeeeeeeeeeee e 230

3.6. Influencia de la concentracion del tampdn de separacion. ..., 233
3.7. Estudio de la influencia del voltaje sobre la separacion. .........ccceeveeeeeveene. 235
3.8. Efecto de la temperatura en [a separdCion. ......cc.eeceeeveeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeen 238
3.9. Influencia del tiempo de inyeccidn de [a MUESHTQ........oooveveeeeeeceeeceeeceeenee, 240
3.10. Condiciones quimicas e instrumentales finales. .......cooveveeieiececieieeeee, 242
3.11. Limites de deteccion y cuantificaCion..........cooveeieeieeieeeeeeeeeeeeeee 244
3.12. Cdlibrado y estudio estadistiCO. .....ccviviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 247
313, PrECiSION. oottt ettt ettt ettt s st e s ennennene e 252
KT WY o [l Lol (o] =Y TSR 253

4. Determinacion conjunta de Imatinib y su metabolito mediante técnicas

electroquimicas en MUEstras de OFINAL. ..........ccooouieieieeiiieeeeeeeeeeeeee et 257
4.1. Estudio de imatinib por voltamperometria CicliCO........cooovvveevieeceeeeeeecreeen, 260
4.2, Estudios preliminares. Seleccién de la técnica instrumentdl. ........ccccceveeveanee. 266

4.3. Optimizacién del proceso redox mediante voltamperometria de

redisolucion adsortiva por ondd CUAArAdO. .......oocvieevieeiieeeeeeeceeeee e 270



4.3.1. INflUENCIA eI PH....oceiieee e e et 270

4.3.2. Influencia de |a fUEIZA IONICT ...c.cvviieeieeeeee e 278
4.3.3. Optimizacion de los pardmetros instrumentales..........coveeveeieceecveeneens 279
a. Influencia del tiempo de acumuIACION .......oceeeeeeeveeeieeeeeeeeeeee 280
b. Influencia del potencial de acumulacion ...........cceeveveeveeeceeereeeenee, 281
c. Influencia de 1a freCUENCIA ..o 283
d. Influencia del incremento de SCAN ......cooeiirieiiniiereeeee 285
e. Influencia de la magnitud del pulso aplicado.......cceecveeciieccieeennen. 286
f. Influencia del drea del electrodo de frabgjo.....cccveivevieriecieieieee, 287
g. Condiciones quimicas e instrumentales.........ccoveeveeeeeeceeeeceeeeenne. 289
4.3.4. Cdlibrado y estudio estadistiCO ......ceeviieiieiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 290
4.3.5. Determinacién de imatinib y su principal metabolito en orina............. 293

DETERMINACION DE CITRATO DE SILDENAFILO Y SU METABOLITO

5. Determinacion de citrato de sildendfilo y su principal metabolito (UK-103,320)

en suero mediante electroforesis capilar electrocinética micelar............................ 313

5.1. CondiCioNEs A€ OPEITCION. ...covieeieeeieeteeeeeee ettt ere e eae e esreeeaees 318



5.2. CondiCiones A€ MEAIAD. .eeeeiiiieieeeeeeeeeeeee ettt e e e e eaa e e e e e e e eeaas 319

5.3. Pretratamiento de 10 MUESTI ... 320
5.3.1. ODTENCION I SUBTO ..ottt e e eate e rae st esena e 320
5.3.2. Tratamiento del SUEIO NUMQOINO .....ooeiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeee et 320

B Z ettt b ettt et e b e b en s en e st et e s et et enteneese s ensentesesensenes 324
5.5. Estudios preliminares €N ECEM ... 325
5.4. Influencia de la concentracién del tampdn de separacion..................... 327
5.7. Influencia de la concentracion de SDS .......cccvivirererereeeeee e 329
5.8. Estudio de la influencia del voltaje sobre la separacion. ........ccceeeveeveenneee. 332
5.9. Efecto de la temperatura en [a separdCion. .......c.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenes 335
5.10. Influencia del tiempo de inyeccidn de la muestra.......c.ccceeeeeeeeeeeeceeeneeee. 338
5.11. Condiciones quimicas e instrumentales fiNnales. .......ccccoveveeiieeeeeceeecreeenen, 340
5.12. Limites de deteccidon y cuantificaCioNn.......cceecveeieieiecieiececeeee e, 341
5.13. Calibrado y estudio estadistiCO. .....coviiiiieeeeeee e 343

514, ADICACIONES. ...t et e e e et e e et e e e eetaee e enareeeenanes 347



6. Determinacion de citrato de sildendfilo y su principal metabolito (UK-103,320)

en suero mediante electroforesis capilar con preconcentracion por amplificacion

A CAUMIPO. ...ttt e et ee e e e eeere e e eeetbeeeeestbeseeestsaseeetseseeesseseserrasen 349
6.1. CondiCIONES AE OPEIACION ...ttt ettt ee e ere e 351
6.2. CondiCiones de MEAIAO ..c..ceiiriiririiriineeieeetee ettt 356
6.3. ESTUIOS PIelIMINGAIIES ...eeeeveiiiceteee ettt ettt e ve et eesaaesaaeeaveens 357
6.4. Influencia de la fuerza iGNica de 1a MUESHTA ....coviiiiriereeeeeee e 359
6.5. Influencia de la concentracién del tampdn de separacion ... 360
6.6. Influencia de la concentracion de SDS .......ccocviviienereeeeeee e 362
6.7. Optimizaciéon del voltaje de SepPAraCiON ........cceeceveceiecieeeeeeeeeeeeeeee e 364

6.8. Estudio de la influencia del voltaje y tiempo de preconcentracién en la

etapa de inversidn de POl .........cc.eooeeeeeeeeeee e 365
6.9. Influencia del tiempo de inyeccidn de |[a MUESHTO .......covvvvveveeeeeceeeeeeeennen 368
6.10. Condiciones quimicas e instrumentales finales .......cccovvevevieieciceciececene, 370
6.11. Limites de deteccion y cudntificACION ........ooveeeveeeeeeeeeeeeee e 371
6.12. Cdalibrado y estudio estadistiCO .....cciiviiiiiiieeceeeeeeeeeeeeeeeee e 373

6.13. APIICOCIONES ..ottt ettt ettt ettt et e ve e beeve e veeba e saesssasssassseans 380



7. Determinacion conjunta de citrato de sildendfilo y su principal metabolito (UK-

103,320) mediante técnicas electroquimicas en muestras de suero y orina........... 383
7.1. Estudio de UK-103,320 por voltamperometria CicliCQ......coovvveveeveeciecneene. 386
7.2. Estudios preliminares. Seleccién de la técnica instrumentadl........cccccveeueee... 392

7.3. Optimizacion del proceso redox mediante voltamperometria de

redisolucidon adsortiva por ondd CUAArAAT......cuicuieieieeeeieeceeeere e 395
7.3.1. INfIUENCIA AEIPH ettt 395

7.3.2. Influencia de 1a fUerza iONICA.....ccvreireireeree e 399

7.3.3. Optimizacion de los pardmetros instrumentales........coeeeevecieceecienneene. 400

a. Influencia del tiempo de acuMUIACION ......eoovvevevvieeeeeeeeeecee e 400

b. influencia del potencial de acumulaciOn........ccccoevveeeeeeeeeceeeene. 403

c. Influencia de 1a freCUENCIA ......coiiiiiiii e 404

d. Influencia del incremento de SCAN......ccoeveeiererierineeeeeee 406

e. Influencia de la magnitud del pulso aplicado ........cccceeveecieecieenneenee. 407

f. Influencia del drea del electrodo de trabdjo ......covveevveeveeceiceieie, 409

g. Condiciones quimicas e instrumentales finales ..........ccceveveveenenene. 410



7.3.4. Determinacion de citrato de sildenafilo y UK-103,320 en suero

MUMIOINO ettt ettt e e e e ettt e e e e e s eaaaaaa et e e eesessasnsaaeseeessssssnnaaseeeessnnnnes 411

7.3.5. Determinacion de citrato de sildenafilo y UK-103,320 en orina............. 422

DETERMINACION DE MIFEPRISTONE

8. Determinacién de Mifepristone mediante técnicas electroquimicas en

MUESIIAS A OFINQL. ......oiiiiiieee ettt ete e e e e e e eeetbee e eeetbaeeeesbaeeeeasaaeaennns 433
8.1. Estudio de mifepristone por voltamperometria ciclica ........ccveeveevveceeennenne. 436
8.2. Estudios preliminares. Seleccidon de la técnica instrumental ........ccoveeneeee. 442

8.3. Optimizacién del proceso redox mediante voltamperometria de

redisolucion adsortiva por onNda CUAAIAAD ......cocviiveiieeeecee et 445
8.3.1. INflUENCIA AEI PH. .o 446

8.3.2. Influencia de 1 fuUEIZA IONICA ......coirieeeeeeeeeee e 453

8.3.3. Optimizacion de los pardmetros instrumentales..........oovveeeevecveeeneeennee. 454

a. Influencia del tiempo de acumuIaCiON ......ccccvevvveveciecieiecieee 455

b. Influencia del potencial de acumulaCiON .......c.ccvveeeveceecieeeieeeee, 457

c. Influencia de 10 freCUENCIA ......ooeririniiiececceeee 458

d. Influencia del incremento de SCAN c....eeevieiiiiiieeeeeee e 460



e. Influencia de la magnitud del pulso aplicado ........ccceeeeeeeieeereeneen. 462

f. Influencia del drea del electrodo de trabQjo ......covveevvecvieciicciiicien, 464

g. Condiciones quimicas e instrumentales..........coeceeeeeeceeeceeceeereenne, 465

8.3.4. Calibrado y estudio estadistiCO .......ovivvieeeieeeeeeeeeeeeeeee e 466

8.3.5. Determinacion de mifepristone €N oriNQ .......oocevvevieeeiiiceeeeeeeeeeeeae 470
CONCLUSIONES ...ttt ettt et ettt be st se e ene 483
BIBLIOGRAFIA ..ot ss bbbt 487

PUBLICACIONES.........coooeeieieeeeeeeeeieteiereree et 503






OBJETO DE LA TESIS

Esta Memoria tiene por objeto establecer nuevos métodos analiticos que,
mediante técnicas electroforéticas y electroquimicas, permitan de una manera
répida, sensible y precisa, identificar y cuantificar algunas drogas de nueva
generaciéon y sus principales metabolitos en fluidos bioldgicos. La finalidad es
aportar nuevas metodologias vdlidas para su posible uso en la prdctica clinica y

forense.






1. Infroduccidon







1.1. Historia, evolucién y metabolismo de farmacos







Introduccién

Los fdrmacos pueden ser considerados como el descubrimiento mds
importante del siglo XX, ya que la vida del hombre se encuentra, en mayor o
menor medida, relacionada con estos productos desde su nacimiento hasta su
muerte. Aunque la utilizacién de plantas y minerales para restablecer la salud
perdida, modificar la conducta, efc, se conoce desde la anfigledad, los
medicamentos con el sentido y forma en que los conocemos actualmente son

relativamente recientes y, mds concretamente, de los Ultimos 50 anos.

La historia del descubrimiento de los fdrmacos se encuentra intimamente
relacionada con el desarrollo de las ciencias experimentales, en general, y de la
qguimica orgdnica, en particular, al menos hasta los Ultimos 20 anos, en que se
produce la explosién de los métodos bioldgicos. Con el desarrollo de métodos
de sintesis, la aparicién de técnicas instrumentales que han originado métodos
de andlisis poderosos, la aplicacion de la informdtica, asi como el desarrollo de
la biologia molecular, se ha podido conocer la estructura de los receptores o se
fiene una idea aproximada de los mismos y, en muchos casos, se ha establecido

la relaciéon entre la estructura quimica de un férmaco y su accidn bioldgica.

Un farmaco, o principio activo, se define como una sustancia pura,
guimicamente definida, extraida de fuentes naturales o sintetizada en el
laboratorio, dotada de una accién bioldgica, que puede o no ser aprovechada
por sus efectos terapéuticos. La lengua castellana, a diferencia de oftras,
distingue entre fdrmaco y droga, que, estrictamente, significa una materia prima,
de origen vegetal o animal, que contiene uno o varios principios activos y que no

ha sufrido manipulacién, salvo la necesaria para su conservacion.



Capitulo 1

Cuando un fadrmaco tiene una actividad bioldgica Util desde el punto de
vista terapéutico, se hace necesario su desarrollo hasta dar lugar a un

medicamento, lo que supone las siguientes caracteristicas:

v Se presenta como una forma farmacéutica (inyectables, comprimidos,
etc), constituida por uno o varios principios activos y, generalmente, por

UNo O varios excipientes.

v" Ha sido aprobado oficialmente para su comercializacion tras superar una
serie de controles analiticos (composicidn quimica, pureza, etc) vy
farmacoldgico-toxicolégico (actividad, efectos laterales y secundarios,

ausencia de actividad carcindégena y teratdégena, efc).

La sintesis y el andilisis de los faGrmacos son aplicaciones directas de la

sintesis orgdnica y de la quimica analitica, respectivamente.

Los fdrmacos se pueden clasificar de muchas maneras. Una primera

clasificacién seria segun una perspectiva estructural:

> Estructuralmente inespecificos: incluye aquellos fdrmacos cuya accién no
estd directamente relacionada con su estructura, o esta relacién no se
conoce. La accién se explica por su capacidad para modificar las
propiedades fisicoquimicas de un medio bioldgico, con frecuencia una
memibrana. Por tanto, compuestos de estructuras muy diferentes pueden

ejercer la misma accién.

> Estructuralmente especificos: minimos cambios estructurales pueden dar
lugar a un compuesto inactivo o con una actividad bioldgica diferente, a

veces inesperada.



Introduccién

La clasificacion tradicional de tipo farmacoldgico, empleada en los
textos de farmacologia y de quimica farmacéutica, se organiza de acuerdo con
la accidon terapéutica de los fdrmacos sobre érganos (sistema nervioso central,
gldndula tiroidea, etc), sindromes patoldgicos (anticonvulsivos, antilipidémicos,
etc) o efectos idénticos (anestésicos locales, antihipertensores, etc). Esta
clasificaciéon se estructura, a su vez, sobre subdivisiones basadas en la similitud

estructural de sus componentes.

Finalmente, los fdrmacos también se distinguen entre agentes
guimioterdpicos y farmacodindmicos. La primera denominacién corresponde d
lo que se utilizan en la defensa frente a microorganismos y pardsitos
(antimicrobianos, antivirales, etc) alterando su ciclo vital por interaccién con sus
procesos bioguimicos, aprovechando las diferencias entre éstos y los de los
organismos superiores. La segunda corresponde a los que modulan las funciones
fisioldgicas. En los organismos superiores, dichas funciones se regulan a través de
diversas biomoléculas, tales como enzimas, hormonas, neurotransmisores, etc,
cuya alteracion puede corregirse mediante el empleo de sustancias externas all
organismo (xenobidticos), que imiten o antagonicen la accidn de dichas
biomoléculas, o que modulen su biosintesis, liberacidén, almacenamiento o
metabolismo. Ambas modalidades de accién se engloban dentro de los agentes

farmacodindmicos.

La accién de los fdrmacos no depende Unicamente de su capacidad
para desarrollar una respuesta farmacoldgica. Es también de importancia critica
gue posean propiedades farmacocinéticas que les permitan alcanzar el lugar

requerido para su accién y que su toxicidad sea minimai.



Capitulo 1

Las principales rutas de absorcién, distribucion y excrecion de los

fadrmacos se resumen en la figura 1.1.

] )

\ £ 7 ) Piel =_
N Tracto \\\ i Subcutanea

gastromtestmal Circulacién \

S
I

/ sangumea
)
( ngado
' il Rmon
=N
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=
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Figura 1.1. Vias principales de administracion, absorcion, distribucion y excrecion de
farmacos.

Las membranas bioldgicas son las barreras que debe atravesar un
fadrmaco para llegar a su lugar de accién. El transporte a través de la membrana

puede producirse por filtracién, pinocitosis, difusion pasiva, difusién facilitada o
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transporte activo. Los fdrmacos que se asemejan a metabolitos naturales utilizan,

en general, el mismo mecanismo de fransporte que ellos.

Los fdrmacos, excepto los que se administran por via infravenosa, deben
absorberse para poder actuar en la via sistémica o general. En cuanto a la
distribucion de un fdrmaco en los diferentes liquidos del organismo estd
influenciada por la naturaleza de las barreras de su entorno y por la presencia de

macromoléculas que puedan modificar la concentracion de fdrmaco libre.

El proceso conjunto de metabolismo y excrecién finaliza la accién de los
farmacos. El metabolismo es esencialmente un mecanismo de destoxificacion
aungue, en ciertos casos, la toxicidad de un fdrmaco se debe a la formacion de
determinados metabolitos. Aunque algunos fdrmacos no experimentan ninguna
transformacién metabdlica, la mayoria si lo hacen. Las biotransformaciones de
los farmacos van dirigidas a la formacidon de metabolitos mds hidrosolubles, por
desenmascaramiento o intfroduccién de grupos polares, tales como COOH, OH y

NH2, o incluso desmetilaciones.

Un farmaco, o sus metabolitos, puede excretarse simultdneamente por
varias vias: oring, bilis, saliva, respiracién, etc. En la mayor parte de los casos, sélo

la excreciéon renal y la biliar tienen importancia cuantitativa.

A continuacion se pasard a describir tres f&drmacos de nueva generacion
asi como su accién terapéutica: imatinio mesilato (Gleevec), citrato de

siidenafilo (Viagra) y mifepristone (Mifegine).
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1.2.A. Aspectos farmacologicos de la leucemia cronica

El término cdncer quizds sea una de las palabras mds utilizada y que mdas
asusta cuando se habla de salud y de su reverso, la enfermedad. Este término se
emplea para un grupo de enfermedades que tienen un denominador comun: la
transformacién de la célula normal en ofra que se comporta de forma muy

peligrosa para el cuerpo humano.

En todas las formas de cdncer las células del cuerpo cambian y crecen
sin control. La mayoria de las células cancerosas forman una protuberancia
llamada tumor (maligno), a excepcién de las células sanguineas. Las células del
tumor pueden desprenderse y trasladarse a otras partes del cuerpo. En este
nuevo sitio, pueden continuar creciendo y formar mds tumores. A este proceso
de propagacion se le llama metdstasis. Cuando el cdncer se propaga a un
nuevo sifio, se le sigue llamando por el nombre de la parte del cuerpo en donde
se originé. Por ejemplo, si el cdncer de pulmdn se propaga a los huesos, se
llamard metdstasis pulmonar y no cdncer de huesos. En el caso de la sangre, que
como ya se ha mencionado no hay formacién tumoral, hablaremos de

leucemia.

Los factores de riesgo del cdncer estdn relacionados con el estilo de vida,

el ambiente o la genética (factores hereditarios).

Algunos factores de riesgo relacionados con el estilo de vida, para
algunos tipos de cdncer, son el hdbito de fumar, una dieta baja en fibra o la

exposicion sin proteccion a la luz solar intensa. El Unico factor de riesgo
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demostrado para la leucemia que estd relacionado con el estilo de vida es el
hdbito de fumar. En general, existen pocos factores de riesgo ambientales
conocidos para las leucemias cronicas. Los factores de riesgo ambientales son
influencias en nuestro alrededor, tales como la radiacién, sustancias quimicas e

infecciones.

La leucemia crénica es un tipo de cdncer que se inicia en las células de
la médula ésea que producen sangre. Existen varios tipos de leucemias crénicas
segun sean las células alteradas. Por un lado, estdn los sindromes

linfoproliferativos crénicos y, por otro, los sindromes mieloproliferativos cronicos.

Los sindromes linfoproliferativos crénicos son una serie de enfermedades
producidas por el aumento descontrolado de linfocitos de aspecto maduro y
gue cursan con una afectacion de la sangre periférica. La mayoria de estos
sindromes estdn producidos por el crecimiento y multiplicacién anormal de los
linfocitos B. La leucemia linfatica crénica es, dentro de estos sindromes, la mds

frecuente en la poblacion occidental.

Los sindromes mieloproliferativos crénicos son debidos a una alteracion
de las células madre o formadoras de sangre, que hace gque se aumente el
nUmero de las células precursoras y de las células maduras que derivan de ellas.
Dentro de estos sindromes se encuentra la leucemia mieloide crénica, la cual

pasaremos a comentar mds adelante.
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Médula osea

La médula éseaq, que estd en el interior de los huesos, estd compuesta por
células hematopoyéticas (productoras de sangre), por células grasas y por
tejidos de sostén (ayudan en el crecimiento de las células productoras de

sangre).

Las células madre hematopoyéticas se reproducen continuamente para
formar nuevas células. Algunas de éstas serdn a su vez nuevas células madre y
otras, al madurar, se transformardn en gldébulos rojos, glébulos blancos y en

plaquetas.

Los glébulos rojos, eritrocitos o hematies se encargan, a través de un
componente llamado hemoglobina, de transportar el oxigeno de los pulmones a
los tejidos y el mondxido de carbono en sentido contrario. Los hematies se
producen en la médula ésea a razén de unos dos millones por segundo. Si éstos
disminuyen se producird una anemia y no llegard la suficiente cantidad de

oxigeno a los tejidos.

Las plaquetas son fragmentos de células de la médula ésea que circulan
por la sangre y cuya funcién principal se encuentra en el mecanismo de la
coagulacién. Si no hay suficiente cantidad de plaquetas, al danarse o
producirse un traumatismo en los vasos sanguineos, se pueden dar hemorragias

debido a gque no hay ningun elemento que tapone la herida del vaso.

Los gldbulos blancos o leucocitos participan en la defensa del organismo
frente a cualquier microorganismo danino, también actian destruyendo las

células cancerosas.
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Los gldbulos blancos estdn formados por ftres tipos de células

denominadas linfocitos, monocitos y granulocitos.

La célula inmadura de los granulocitos se llama mieloblasto (de éste
viene el nombre de leucemia mieloide). Una vez maduros, se diferencian en fres
tipos de células llamadas neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos, éstos se distinguen por
el tamano y por el color de sus granulos. Estos grdnulos contienen enzimas y otras
sustancias que son las que contrarrestan la accién de los elementos quimicos

que producen los microorganismos invasores.

Los monocitos protegen al organismo de las bacterias. Al igual que los
granulocitos sufren un proceso de maduracidén, en su inicio se denominan
monoblastos. Circulan por la sangre durante 24 horas, fras lo cual pasan a los
tejidos donde se convierten en macréfagos, gracias a esto destruyen a los

gérmenes.

El tejido linfatico se encuentra en distintas zonas del cuerpo como son los
ganglios linfaticos, el bazo, el timo, las amigdalas, las adenoides y la médula
6seq. Este tejido estd formado por diferentes tipos de células, la principal se
denomina linfocito vy, entre otras funciones, se encargan de la defensa del

cuerpo humano. Hay dos tipos de linfocitos, linfocitos B y linfocitos T.

Los linfocitos B reconocen las bacterias y se unen a ellas. Los granulocitos
y los monocitos Unicamente pueden reconocer y destruir a las bacterias cuando

los linfocitos estdn unidos a éstas.

Los linfocitos T reconocen a las células infectadas por los virus y las

destruyen con ayuda de los macréfagos.
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Leucemia Mieloide Cronica (LMC)

Esta leucemia consiste en una transformacion de la célula madre
hematopoyética, o formadora de sangre, a una célula cancerosa dando lugar a
un crecimiento descontrolado de glébulos blancos (la serie mieloide:
granulocitos y monocitos). Esto provoca, si no se controla, un aumento masivo de

su concentracion en sangre.

Figura 1.2. Globulos blancos que se multiplican de manera anormal en pacientes con LMC

La diferencia entre la leucemia mieloide aguda y la crénica, es que en
ésta Ultima hay un desarrollo de glébulos blancos maduros que generalmente
funcionan normalmente. Esto hace que el curso de la enfermedad sea mds lento

Yy Menos serio.
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La mayor parte de los pacientes pasan por una fase de transformacién o
aceleracion de la enfermedad, con progresiva resistencia al tratamiento vy

exacerbacién de la sinfomatologia.

Se ha observado que las células de los pacientes con esta leucemia
tienen una alteracién en sus cromosomas. Una célula normal tiene 46
cromosomas agrupados en 23 pares. Los cromosomas 9 y 22 de estos pacientes
son anormales. Lo que ocurre es que en €s0s Cromosomas se separan frozos, que
se intfercambian de un cromosoma a ofro. Este intercambio anormal de
cromosomas se llama traslocacién. Esta traslocacién ocurre sélo en las células
progenitoras y en las células sanguineas derivadas de ellas y no aparece en los
demds tejidos. Al cromosoma cambiado o mutado, se le denomina cromosoma
Filadelfia (Figura 1.3) y da como resultado una proteina anormal o mutada
(denominada BCR-abl), la cual es responsable del desarrollo de la enfermedad
(1-6). No se conoce por qué ocurre esta mutacién o alteracion, aunque se ha
observado que se puede desarrollar leucemia mieloide crénica tras exposicién a

radiaciones y solventes industriales.
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Figura 1.3. Cromosoma Filadelfia que intercambia informacion genética

La LMC tiene 3 fases (7-9):

v Fase crénica: en esta fase, que puede durar meses o anos, se encuentran

pocos mieloblastos tanto en la sangre como en la médula dsea. (10-17)

v' Fase acelerada: aparecen mieloblastos en la sangre y en la médula con

disminucién de células normales. La duracidon media de esta fase es de seis a

nueve meses. (9)

v Fase bldstica: por lo menos un tercio de las células de la sangre y médula son
mieloblastos, pueden aparecer acumulos de estas células en forma de tumores

a nivel de huesos o ganglios. (8,9,18)

v Fase refractaria: cuando los mieloblastos no disminuyen a pesar del

fratamiento.
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En las primeras fases de la LMC algunos pacientes no presentan sintomas,
y cuando estos aparecen se pueden encontrar: cansancio intenso, febriculg,

falta de apetito, sudoracién nocturna y sensacién de distension abdominal.

Tratamiento para la LMC

La LMC es una enfermedad incurable en la mayoria de los casos. El
tratamiento va dirigido a controlar los sintomas, prevenir la transformacién
bldstica de la enfermedad y erradicar la poblacidon clonal. Dependiendo de la

fase en la que esté la enfermedad, asi se administrard un fratamiento u otro:

v Quimioterapia: hidroxiurea y busulfdn. Es un tratamiento del cdncer que utiliza
medicamentos para interrumpir la proliferacion de células cancerosas, mediante

la eliminacion de las células o evitando su divisién.
v Radioterapia, que destruye las células tumorales.

v Transplante de medula ésea: se realiza destruyendo totalmente la médula del
paciente y luego se sustituye por ofra médula, de un donante cuyas

caracteristicas sean similares. Por ello se eligen donantes compatibles.
v’ Cirugia para extraer el bazo (esplenectomia)

v Interferén-alfa (IFN-a): forma parte de una familia de proteinas naturales que se
producen en respuesta a division celular y estimulos virales. Aunque no estd claro

suU mecanismo de accidén en la LMC, este agente tiene diversos efectos
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bioldégicos conocidos, entre ellos la inhibicion del crecimiento de células vy la

regulacion inmunitaria. ()

v Inmunoterapia con factores estimuladores o inhibidores de colonias de células:
indicado para tratar a pacientes en las tres primeras etapas de la LMC. Imatinib
(Gleevec) es un nuevo tipo de medicamento contra el cdncer, denominado
inhibidor de la tirosina quinasa. Bloguea la enzima tirosina quinasa (Bcr-Abl) que
hace que las células primarias se desarrollen como gldbulos blancos
(granulocitos o blastocitos) en mayor cantidad de los que necesita el cuerpo. Las
caracteristicas principales de este fdrmaco son las que pasamos a desarrollar a

continuacion.

GLEEVEC

Muchas de las drogas recientemente lanzadas al mercado americano
para combatir el cdncer pertenecen a un nuevo grupo de drogas que
constituyen la denominada terapia bioldégica o inmunoterapia. Estas drogas son
mds especificas que las drogas normalmente utilizadas en los tratamientos de
tipo quimioterapia. La base de estas nuevas drogas estd en la utilizacién de
recursos y estrategias adoptadas normalmente por nuestro sistema inmunoldgico

en el combate a diferentes enfermedades.

La LMC es un blanco atfractivo para un programa de creacion de
medicamentos disenados de manera racional. El dato caracteristico de la LMC,

el cromosoma Filadelfia (1,3), contfiene la anormalidad genética causal
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especifica que da por resultado la activacién constitutiva de la tirosina quinasa
(Bcr-Abl). Gleevec se dirige hacia la causa molecular de la LMC y es un
tratamiento eficaz y bien tolerado por via oral. Al inhibir Unicamente la causa
especifica de la enfermedad, Gleevec lleva a buen término el objetivo de

tratamiento dirigido al dmbito molecular.

Gleevec constituye el inicio de una nueva era de farmacoterapia
dirigida, disenada de manera racional, y establece un paradigma para la

creacion futura de medicamentos.

Gleevec estd indicado para el fratamiento de pacientes con LMC en
fase cronica, fase acelerada o fase bldstica después de fracaso del tratamiento

con IFN-a..

El objetivo inmediato del fratamiento de pacientes con LMC es estabilizar
los recuentos de células en la sangre y lograr una respuesta hematoldgica y
citogenética. Una respuesta hematoldégica comprende disminuir los recuentos
leucociticos hasta valores normales, lo que elimina células mieloides inmaduras
de la sangre periférica y erradica los signos y los sintomas de la enfermedad. La
respuesta citogenética se basa en el estudio de aspirados de médula ésea vy la
reducciéon de células Ph+ (células que contienen el cromosoma Filadelfia) o su
eliminacion.

Ademds Gleevec estd indicado para el tratamiento de tumores del
estroma gastrointestinal maligno no resecable (cdncer del estdbmago e intestino).
Se origina por un crecimiento celular incontfrolado de los tejidos de soporte de

estos 6rganos. Gleevec inhibe el crecimiento de estas células.
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No hay estudios controlados sobre el beneficio clinico (mejora de los
sintomas de la enfermedad o aumento de supervivencia, sélo hay estudios en los
cuadles se han redlizado estimaciones). Tampoco hay ensayos clinicos
comparativos con otros fdrmacos utilizados en la LMC (interferon-a, hidroxiurea,
busulfan) aungue se ha visto que, indirectamente, las tasas de respuesta tanto
hematoldgica como citogenética son superiores en pacientes tratados con
imatinib. En la actualidad, se encuentra iniciado un estudio comparativo entre
imatinib e interferon-a+citarabina en pacientes con LMC, pero no habrd
resultados hasta dentro de un ano (2005). (19,20)

Gleevec se presenta como cdpsulas duras que contienen un polvo seco.
Cada cdépsula puede contener 50, 100 6 400 mg de sustancia activa. El principio
activo de Gleevec es Imatinib mesilato, un derivado de la 2-fenilamonopirimidina
(figura 1.4), es una pequena molécula antagonista, con actividad contra la
proteina tirosina quinasa. Los demds componentes de este fdrmaco son celulosa
microcristalina, crospovidona, estearato de magnesio v silice coloidal anhidra. La
cubierta de la cdpsula estd compuesta por gelatina, amarillo éxido de hierro y

didxido de fitanio.

El imatinib es, por tanto, un nuevo principio activo con actividad
antineopldstica no relacionado ni quimica ni farmacoldgicamente con otros
farmacos antineopldsicos, por lo que representa una nueva entidad quimica y

farmacoldgica en el tfratamiento del cancer.
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Figura 1.4. Estructura quimica de Imatinib mesilato

La dosis en LMC varia dependiendo de la fase: 400 mg/dia para la fase
crénica y 600 mg/dia para la fase acelerada y para la fase bldstica. En el tumor

del estroma gastrointestinal no resecable la dosis es de 400 mg/dia.

Imatinib mesilato se absorbe bien alcanzando su concentracidn mdxima
a las 2-4 horas de su administracion oral con una biodisponibilidad absoluta del
98% (que se modifica si se administra con alimentos ricos en grasa) y alta unidén a
proteinas plasmdaticas (95%), en particular albumina y glucoproteina alfa-1-dcida,
con poca unién a lipoproteinas. La vida media terminal de este principio activo
es de alrededor de 18 a 22 horas, lo que sugiere que la dosificacion una vez al
dia es apropiada. La cinética no cambia después de una dosificaciéon repetida,
y la acumulacién es de 1.5 a 2.5 veces a estado estable cuando se administra la

dosificacién una vez al dia. (21)

Se metaboliza a nivel hepdtico por el citocromo P-450 a un metabolito
activo, N-desmetil imatinib (Figura 1.5). Alrededor del 81% de imatinib se elimina

en el transcurso de siete dias después de su ingestidon. Imatinib y su metabolito se
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excretan principalmente por las heces (68%) y una fraccidn mucho menor por la
orina (13%). (5)

Iz
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Figura 1.5. Estructura quimica del principal metabolito del Imatinib mesilato

Aunque los datos obtenidos hasta la fecha son limitados, la eficacia del
imatinib es evidente en la LMC, sobre todo en aquellos pacientes que no han
respondido a ofros tratamientos (inferferon-a); por otro lado, comparando
indirectamente con ofros fdarmacos, debido a la ausencia de estudios

comparativos, los resultados han sido superiores.

Todo ello unido a la ventaja de su administracién oral, le hace ser en
algunos casos el tratamiento de eleccidn, ademds de que supone una nueva
entidad tanto quimica como farmacolégica en el tratamiento de estas

patologias.
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Antecedentes bibliogrdficos de Imatinib mesilato

Gleevec o imatinib mesilato es una droga, como se ha dicho
antferiormente, de muy reciente lanzamiento para el fratamiento de la LMC. En la
bibliografia, por tanto, se han encontrado muy pocas referencias que hayan

abordado el estudio de imatinib y su principal metabolito.

Bakhtiar y col. (22) propusieron un método para cuantificar imatinib y su
metabolito en plasma de mono utilizando un sistema semiautomdtico de
extraccion en fase sélida y realizando el andlisis mediante HPLC acoplado a un
detector de masas. Para llevar a cabo el andlisis utilizaron una columna Shield-
RPs (50 x 4.6 mm d.i.) y como fase moévil metanol-agua (78:28, v/v) en acetato
amodnico (0.05%). El rango de linealidad estudiado estaba comprendido entre 1y
1000 ng/mL para imatinib y entre 2 y 1000 ng/mL para su metabolito en plasma
de mono. El método fue aplicado a muestras de diferentes plasma de monos a

los cuales se les habia administrado imatinib durante 13 semanas consecutivas.

Ademds, Bakhtiar y col. (23) propusieron un nuevo método para
cuantificar imatinib y su principal metabolito en plasma humano utilizando un
sistema semiautomdtico para precipitar las proteinas de las muestras bioldgicas
con acetonitrilo y realizando posteriormente el andlisis de las muestras mediante
HPLC acoplado a un detector de masas. Para realizar el andlisis utilizaron una
columna Shield-RPg (50 x 4.6 mm d.i.) y como fase mévil metanol-agua (78:28,
v/v) en acetato amobnico (0.05%). El rango de linealidad estudiado estaba
comprendido enfre 4 y 10000 ng/mL de Imatinib y metabolito en plasma

humano. El método fue aplicado en muestras reales. Ademds, este método lo
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aplicaron para el andlisis de biopsias de tumor gastrointestinal y estudios

toxicocinéticos.

Parise y col. (24) desarrollaron un método para cuantificar imatinib y su
principal metabolito en plasma mediante HPLC-MS. Las muestras de plasma
fueron inicialmente desproteinizadas con acetonitrilo. Para el andlisis utilizaron
una columna Phenomenex Luna Cis (5 mm, 50 x 4.6 mm) en fase reversa y como
fase movil en gradiente dcido férmico (0.1%) en metanol-agua. El limite de
cuantificacién para imatinio y su metabolito fue de 30 ng/mL y el rango de
linealidad estudiado estaba comprendido entre 30 y 10000 ng/mL para ambos
compuestos. El método lo aplicaron para cuantificar estos compuestos en
muestras de plasma de un paciente que habia sido tratado con 200 mg de

imatinib.
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1.2.B. Aspectos farmacologicos de la disfuncion eréctil

La impotencia sexual masculina o disfuncién eréctil se define como la
incapacidad persistente para conseguir o mantener una ereccidén que permita
una relacion sexual satisfactoria. Debe diferenciarse de otros problemas de la
esfera sexual como son la falta de deseo, alteraciones de la eyaculacién
(eyaculacion prematura, eyaculacion retrasada, ausencia de eyaculacion) o

franstornos del orgasmo.

La impotencia es una enfermedad muy frecuente que puede afectar las
relaciones de quien la padece con su pareja, con la familia, asi como con el
entorno laboral y social. La disfuncién eréctil es un problema relativamente
frecuente del vardn y relacionado con la edad, estimdndose una prevalencia

cercana al 3% en menores de 45 anos y del 25% en mayores de 65 anos.

Existen una serie de factores de riesgo que pueden favorecer la
disfuncion eréctil: diabetes mellitus, hipertension arterial, hipercolesterolemia,
trastornos  psiquidtricos, tabaquismo, consumo de alcohol y determinados

farmacos, etc.

El pene humano es un érgano vascular, el cual estd bajo el control de
fibras musculares lisas. La ereccidn es un evento hemodindmico que requiere Ila
integridad de varios mecanismos fisioldgicos (neuroldgicos, vasculares y
hormonales). Durante la flaccidez la sangre fluye perfectamente desde las
arterias cavernosas, a través de pequenos vasos nutrientes de las trabéculas,
hacia las venas emisarias y sale del cuerpo cavernoso. En la ereccidn la sangre

fluye desde las arterias cavernosas y arteriolas a través de las arterias helicinas
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hacia los sinusoides. Este proceso precisa que las fibras relajadas del muUsculo liso
del cuerpo cavernoso ocluyan el flujo sanguineo hacia las pequenas venas
emisarias. De este modo la presién intracorporal se modifica desde 5 mm Hg
hasta igualar la presién sistdlica sistemdatica, credndose pues en los espacios

sinusoidales un sistema cerrado de alta presion.

El Ultimo control de la contraccién y relajacién de la musculatura lisa del
cuerpo cavernoso estd realizado por la concentracion intracelular del idn calcio.
Cualqguier accién gue inhiba la entrada de calcio en la célula a través de sus
canales o el flujo infracelular de estos iones o de los receptores asociados al
segundo mensajero, impactard directamente en el grado de contraccion de la
célula muscular lisa del cuerpo cavernoso. Dos factores modifican

principalmente el flujo del calcio en estas células:

x Las alteraciones de los distinfos tipos de canales de potasio (cualquier
manipulacion que induzca la salida del K* del interior de la célula provoca una
hiperpolarizacion celular produciendo una entrada intracelular del Ca?* a través
de canales voltaje-dependientes y, consecuentemente, la relajacion celular y la

ereccion).

x La prolongacién de la accién de las moléculas que actian como segundo
mensajero (adenosin monofosfato ciclico - AMPc — y guanosin monofosfato
ciclico - GMPc -) sobre los niveles intracelulares de calcio en los miofilamentos
(25-28).

La excitacién de los nervios cavernosos por estimulos centrales o

periféricos determinan la dilatacién arteriolar, la relajacién del musculo liso
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infracavernoso y el desencadenamiento del mecanismo venooclusivo. Una

alteracién en cualquiera de estos pasos puede determinar la disfuncién eréctil.

Causas que provocan la disfuncion eréctil

Las causas que provocan una disfuncion eréctil pueden ser clasificadas

de la siguiente manera:

v’ Causas psicolégicas: El pene no tiene ninguna alteracién fisica, pero

problemas psicolégicos como la ansiedad (provocada con frecuencia por el
miedo a no conseguir una ereccién o a defraudar a la mujer), la depresion o los

problemas con la pareja pueden afectar al acto sexual.

También la preocupacion excesiva por los problemas laborales, sociales o
familiares implican que no se dedique la atencidén necesaria al acto sexual. La
fatiga, la inapetencia, la falta de ejercicio, el insomnio o un fracaso laboral

también desequilibran los reflejos sexuales.

v Causas vasculares: Son muy habituales, el pene no puede acumular la sangre
necesaria para que se dé la ereccidn, debido a un déficit de vascularizacién
producida por trastornos vasculares. Estos trastornos son provocados por
diferentes factores entre los que destacan la hipertensién arterial, diabetes

mellitus, hipercolesterolemia y tabaquismo.
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v' Causas neurolégicas: En estos procesos se produce una interrupcién en la
transferencia de mensajes desde el cerebro al pene porque existe una lesidon en
las vias implicadas. Esto ocurre en las lesiones y enfermedades neurolégicas
como, las lesiones de la médula espinal, la esclerosis multiple o algunas

intervenciones quirdrgicas de la pelvis.

v Causas hormonales: Son poco frecuentes. Generalmente se deben a un déficit

de hormonas sexuales masculinas (testosteronal).

v' Causas farmacoldgicas: Existen varios fdrmacos que tienen como efecto

secundario la impotencia. Entre ellos estdn algunos fdrmacos para tratar

enfermedades cardiacas, algunos antihipertensivos y antidepresivos.

Personas que padecen la disfuncion erécti/

La impotencia aparece con mayor frecuencia en hombres de mds de 40
anos. Entre los 40 y los 70 anos, se ha comprobado que 30 de cada 100 hombres
sufren algun tipo de impotencia, que puede ser mds o menos severa. En su

aparicion influyen una serie de factores:
x Tabagquismo.

x Diabetes mellitus.

x Hipertension arterial.

x Cardiopatias.
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x Hipercolesterolemia.
x Depresiones.
x Determinados fdrmacos (algunos antihipertensivos y antidepresivos).

En ocasiones, la disfuncion eréctil o impotencia puede ser el primer
sinftoma de una enfermedad mds importante como la diabetes o cardiopatias,
por lo que debe ser estudiada de manera adecuada. En lineas generales es
importante diferenciar entre problemas fisicos (falta de vascularizacion, fallo en
la retencidbn de sangre en el interior del pene, alteraciones hormonales,
afectacion de los nervios, etc) y trastornos psicoldgicos (temor de ejecucion,
depresion, etc). En la actualidad todas la impotencias tienen solucion. A partir
del estudio de la causa es posible establecer el mejor tfratamiento adaptado a

las alteraciones y circunstancias de cada paciente.

La frecuencia y rigidez de las erecciones disminuye con la edad, porque
el pene pierde poco a poco la dureza que tenia cuando el hombre era mds
joven. Muchos hombres mayores de 50 anos fienen dificultades para mantener
una ereccidén. Es muy importante que la impotencia se considere como un
trastorno temporal en la vida sexual. Cualquier hombre, incluso el mds fuerte y
mas  viril, sin importar la edad, puede experimentar algiun episodio de

impotencia.

34



Introduccién

Diagndostico de la disfuncion eréctil

El diagndstico de la disfuncion eréctil se hace a partir de la historia clinica
y una correcta anamnesis (entrevista con el paciente, recogiendo datos clinicos
asi como antecedentes personales y familiares). Una entrevista con el afectado
puede revelar factores psicoldgicos involucrados en el trastorno de la ereccién.
También es Util entrevistar a la pareja sexual para determinar dichos factores vy

obtener determinadas percepciones de la vida sexual desde ofro punto de vista.

Tras la anamnesis y exploraciéon fisica del paciente, se realizan pruebas
complementarias necesarias como analitica de sangre y orina para detectar los
niveles de glucosa y poder asi diagnosticar o descartar una diabetes. También se
recomienda medir los niveles de festosterona (hormona sexual masculina),

especialmente si la impotencia estd asociada a la falta de deseo.

En el caso de pacientes jdvenes con problemas especificos puede ser
necesario realizar pruebas mds complejas: medicidn-monitorizacién del pene

durante la noche, inyeccién de fadrmacos en el pene o un Doppler.

Tratamiento para la disfuncion eréctil

Muchos médicos sugieren que la eleccién de los tratamientos contra

disfuncién eréctil que han de seguirse, deberian ir del menos al mds invasivo.
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Primero, el abandono de drogas; segundo, psicoterapia y modificacién de

comportamientos; luego, aparatos de vacio o fdrmacos; y, por Ultimo, cirugia.

v' Ayuda psicoldgica: Es recomendable en hombres de menos de 40 anos, ya

que la causa de la enfermedad suele ser mental. Incluso en casos de impotencia
por problemas fisicos, muchos hombres necesitan ayuda psicolégica para poder

superar problemas de autoestima derivados de esta enfermedad.

v Asesoramiento vy tratamiento psiquidtrico: Es aconsejable si el paciente sufre

depresiones u otfros problemas psicoldgicos que puedan tener como resultado la

impotencia.

v Tratamiento hormonal: Cuando la impotencia viene originada por un déficit

hormonal. Se administra en forma de parches, pildoras o inyecciones. Es poco

frecuente.

v Tratamiento farmacoldgico: La sustancia que lleva por nombre sildendafilo,

conocida comercialmente como Viagra, actUa potenciando la irrigacién
sanguinea del pene, facilitando asi la ereccion. Se ha comprobado su efecto
positivo en un 40-80% de los hombres. Debe tomarse una hora antes de empezar
la actividad sexual y no tiene ningun efecto indeseado sobre el deseo sexual. Sin
embargo, puede provocar efectos secundarios, como cefalea, sofocos,
frastornos gastrointestinales o visuales. No pueden tomarla hombres que sufran
de retinitis pigmentosa o que estén tomando nitratos. En cualquier caso, antes de

empezar a tomar esta pildora siempre hay que acudir al médico.

v Terapia transuretral: Consiste en la aplicacion local de fdrmacos a través de la
uretra, el conducto por el que pasa la orina (es importante orinar

inmediatamente después para facilitar la absorcidén del medicamento). La
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ereccion tarda entre diez y quince minutos en producirse, vy el fdrmaco resulta

efectivo en un 43% de los pacientes.

v Inyeccién intracavernosa: Consiste en inyectar una dosis especifica de un

farmaco directamente en el pene mediante una aguja fina, para activar los
procesos fisicos que provocan la ereccién. Debe aplicarse diez o quince minutos
antes de mantener relaciones sexuales; la dosis se gjusta para que la ereccion

dure aproximadamente una hora.

v' Aparatos de vacio: Consisten en un cilindro de pldstico que se coloca sobre el
pene. Del cilindro se saca aire para realizar el vacio, provocando la entrada de
sangre en el miembro para que se produzca la ereccién. Una anilla constrictora
en la base del pene atrapa la sangre y mantiene la ereccién durante el acto

sexual.

v Implantes peneanos: Actualmente se emplean tres tipos de implantes para el

tratamiento de la impotencia o disfuncién eréctil: implantes hidrdulicos, protesis e
implantes pldsticos hinchables; todos ellos requieren intervencion quirlrgica.
Aunqgue muchos pacientes se han beneficiado de los implantes quirlrgicos, éste
es un procedimiento irreversible ya que, el tejido eréctil se lesiona de forma
permanente al implantar estos dispositivos, por lo que ha caido en relativo

desuso, a expensas de métodos menos arriesgados y menos costosos.

v Cirugia: La cirugia se utiliza en menos de un 1% de los casos de disfuncién
eréctil. La cirugia venosa es poco efectiva y casi no se usa. Consiste en bloquear
la venas que permiten que la sangre abandone el miembro masculino. La cirugia
arterial reconstruye arterias para aumentar el flujo y la presion de la sangre

dentro del pene. Se practica en pacientes jévenes que han sufrido un accidente
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qgue ha afectado el suministro normal de sangre. También se utiliza para

implantar prétesis.

VIAGRA

Viagra es el nombre comercial de una sustancia llamada citrato de
sildenafilo (CS), la cual, ayuda a conseguir una ereccidén a hombres que sufren
ciertos tipos de impotencia o disfuncidn eréctil. Es un fdrmaco que ha constituido
una revolucién tanto clinica como social tras los primeros estudios presentados

hace pocos anos.

Citrato de sildendafilo se designa quimicamente como 1-[[3-(6,7-dihidro-1-
metil-7-oxo-3-propil-1H-pirazolo[4,3-d] pirimidim-5-il)-4-etoxifenil]sulfonil]-4-

metilpiperazina citrato y tiene la férmula estructural siguiente:
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Figura 1.6. Estructura quimica de citrato de sildenafilo

El CS es un polvo blanco-cristalino con una solubilidad de 3.5 mg/mL en el
agua y un peso molecular de 666.7. Viagra se formula como tabletas recubiertas
azules con forma redondeada-diamante de 25 mg, 50 mg y 100 mg de
sidenafilo para la administracién oral. Ademds del ingrediente activo, cada
tableta contiene los ingredientes siguientes: celulosa microcristalina, fosfato
dibdsico de calcio anhidro, croscarmellosa de sodio, estereato de magnesio,

hidroxipropil metilcelulosa, didxido de titanio, lactosa, y triacetin.

La dosis media usual para la mayor parte de los paciente es de 50 mg,
administrados aproximadamente 1 hora antes de la actividad sexual. En algunos
casos puede ser tomada entre 4 y 2 hora antes del acto sexual. Basados en la

efectividad y tolerancia la dosis puede ser aumentada hasta un mdéximo de 100
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mg o reducida hasta 25 mg seguin la respuesta individual de cada paciente. La
mdaxima frecuencia recomendada de tomas es de una por dia. En pacientes
mayores de 65 anos o en aquellos con insuficiencia renal severa o con cirrosis es
conveniente comenzar con una dosis de 25 mg. Debe ser administrado con
precaucidn en pacientes con malformaciones del pene y aquellos pacientes
proclives a presentar trastornos como anemia de células falciformes, mieloma

multiple o leucemia.

Las pastillas de Viagra funcionan aumentando los efectos de una de las
sustancias que el organismo normalmente segrega hacia el pene durante el

encuentro sexual. Esto permite un aumento del riego sanguineo hacia el pene.

Como la mayoria de fdrmacos, produce algunos efectos secundarios que
varian segun el paciente. Entre los mds conocidos figuran el dolor de cabeza,
erupciones cutdneas, dolor de estbmago, mucosidad nasal y trastornos leves en
la vision.

No es recomendable su administracion en las personas que toman
nitratos porque la combinacién puede hacer bagjar la tensién. En cuanto a la
combinacidn junto a otros tratamientos contra la disfuncién eréctil, no se conoce
con seguridad la eficacia que ello representa, por lo que no es una prdctica

recomendable.
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Mecanismo de accion de citrato de sildenafilo

CS es un potente inhibidor selectivo de la fosfodiesterasa especifica tipo 5
(PDE5), el regulador (por degradacion) mds importante de los niveles de
guanosin monofosfato ciclico (GMPc) en las células musculares lisas del cuerpo

cavernoso.

La repuesta del tejido eréctil del pene es mediada por el éxido nitrico
(NO) liberado por accidn de las neuronas y las células endoteliales del pene
durante el estimulo sexual. El NO a tfravés de la activacidon enzimdtica de la
guanilato-ciclasa, estimula la sintesis que finaliza con la relajacion del musculo
liso de los cuerpos cavernosos y un mayor ingreso de sangre a los mismos, que
inicia el proceso de tumescencia peneana. Esta alcanza su méximo cuando por
compresion, se produce la oclusion del retorno venoso. La inhibicion de la
actividad de la PDES5 por efecto del sildendafilo, impide la hidrdlisis del GMPc y por
consiguiente obtiene una mayor concentraciéon intracelular de este mensajero y
una mayor y duradera ereccion. En los niveles de dosis recomendados, se han

observado efectos del sildenafilo sélo en presencia de estimulacion sexual.
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Farmacocinética de citrato de sildenafilo

La absorcion de sildenafilo es rapida después de su administracién oral en
ayunas, alcanzdndose concentraciones mdaximas en sangre a los 60 minutos.
Sildendafil se distribuye ampliomente en los tejidos. Circula, junto con su
metabolito principal N-desmetil sildenafil, UK-103,320, en su mayor parte unido a
las proteinas del plasma (>95%). Las concentraciones plasmdaticas del metabolito
alcanzan al 40% de las alcanzadas del sildenafil. Sélo una infima proporcidn de la
dosis administrada (1/10000) aparece en el semen 90 minutos después de la
toma. La vida media terminal es de unas 4 horas. Sidenafil es eliminado mediante
el sistema microsomal hepdtico. El N-desmetil sildenafil tiene un perfil de
actividad similar al de la droga madre, con una potencia equivalente al 50%.
Ambos se excretan predominantemente por las heces y en menor medida por la

orina (80% y13% de la dosis oral, respectivamente).
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Figura 1.7. Estructura quimica de UK-103,320

Antecedentes bibliogrdficos de citrato de sildenafilo y su principal

metabolito

Citrato de sildenafilo (CS) es un inhibidor de Ultima generacién selectivo
de la fosfodiesterasa tipo 5 que se utiliza para el tratamiento de la disfunciéon
eréctil. Este inhibidor depende del GMP-ciclico y, de forma mds especifica,
inhibe la isoenzima predominante en los cuerpos cavernosos. Asi el CS aumenta

los niveles de GMP-ciclico por una disminucion de su catabolismo, lo que en
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presencia del estimulo sexual lleva a que se produzca y se mantenga la
ereccion. Su metabolito principal es el N-desmetil sildenafil (UK-103,320), ambos
tienen un perfil de actividad similar y se excretan predominante por las heces y
en menos medida en orina. Estos compuestos se pueden determinar
cuantitativamente en diferentes matrices, mediante un variado nimero de
métodos, siendo los instrumentales, sin lugar a dudas, los mdas utilizados y los que

mayor interés presentan.

Sin embargo, la dificultad de trabajar en medio bioldgico debido a las
interferencias de la matriz hace que, en muchas ocasiones, haya que recurrir a
tratamientos de la muestra previos a la separacién propiamente dicha, con el

objeto de eliminar interferentes o bien de concentrar los analitos.

Una dificultad anadida es la obtencién de los metabolitos. Estos no suelen
constar en los catdlogos comerciales de los principales fabricantes y es
necesario solicitarlos a empresas que frabajan directamente con ellos en
investigacion. Cuado esto no es posible, hay que recurrir a la sintesis en el

laboratorio, lo cual no garantiza la pureza del producto.

Tal vez por estas razones, los trabajos circunscritos a esta drea sean poco
numerosos. En este sentido, la bibliografia consultada para el andlisis de CS y su
principal metabolito UK pone de manifiesto que los métodos cromatdgraficos
son los mds utilizados, destacando la cromatografia liquida de alta resoluciéon
(HPLC), aunque también se ha utilizado la cromatografia de gases (CG).
Ademds, se han empleado con el fin de determinar estos compuestos técnicas

electroforéticas y electroquimicas.
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a) Andilisis de citrato de sildenafilo en farmacos

La determinacién de CS por métodos voltamperométricos de redisolucion
adsortiva en formulaciones farmacéuticas ha sido descrita por Berzas y col. (29).
Este compuesto se reduce sobre el electrodo de mercurio a un potfencial
de -1.03 V cuando se encuentra a un pH de 2.0. El potencial de acumulacién
aplicado fue de -0.80 V vy se realizé para dos tiempos de acumulacién, 0y 10 s. El
rango de linealidad estudiado para tiempo de acumulacion 10 s estaba
comprendido entre 5.0x107 y 1.0x107 M. El método propuesto fue aplicado para
determinar CS en fres formulaciones farmacéuticas (Viagra 25, Viagra 50 vy

Viagra 100) encontréndose valores de recuperacién muy cercanos a 100%.

En 2000, Liu y col. (30) propusieron la determinacién de CS en pastillas de
Viagra por HPLC en fase reversa. El andlisis se realizé tomando 20 pastillas (Viagra
25 mg), las cuales fueron molidas, para posteriormente tomar una porcién
equivalente de 20 mg de CS y disolverlo en 100 mL de HCIO4 0.1M. Porciones de
20uL de esta disolucién fueron analizadas utilizando el método cromatogrdfico
propuesto. Para ello utilizaron una columna de gel de silice y una fase movil
compuesta por HiPO4(pH3.5):metanol:acetonitrilo  (45:33:22) con 0.05M de
triefilamina. La deteccidn se lleva a cabo midiendo la absorbancia a 291 nm. Los

valores de recuperacion encontrados fueron de 100.6%.

La determinacion de CS en pastillas de Viagra (50 mg) por FIA utilizando
la deteccién UV fue realizada por Altiokka y col. (31) y ha permitido proponer un

método de andlisis de gran sensibilidad.
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CS también ha sido determinado por un método espectrofotométrico
basado en la formacidén de un par idnico con azul de bromotimol, verde de
bromocresol o azul de bromofenol en un medio de hidrégenoftalato de
potasio/HCI (32). Posteriormente se realizd una extraccién con CHCIls del par
idnico formado para realizar una deteccién espectrofotométrica a una longitud
de onda de 420 nm. La ley de Beer se cumple en el rango comprendido entre

2.5y 12.5 mg/L. Las recuperaciones enconfradas estaban en torno al 100%.

Tseng y Lin (33) propusieron un método de determinacién de CS en
cdpsulas, las cuales se utilizaban como suplemento dietético. En primer lugar
realizaban una exiracciéon de CS con metanol, el extracto seria analizado
mediante HPLC. Para ello se utilizé una columna Cosmosil 5C18-AR (15 cm x 4.6
mm d.i.) y una fase mévil compuesta por acetonitrilo /metanol/1% &cido acético
(17:25:58). El equipo de HPLC estaba conectado a un detector de masas. El
rango de linealidad estudiado estaba comprendido entre 1.76 y 17.6 mg/mL. Los

valores de recuperacion encontrados estaban en torno al 99%.

Berzas y col. (34) propusieron un método por cromatografia de gases con
deteccién de ionizacion en llama (FID) para determinar CS en formulaciones
farmacéuticas (Viagra 25, 50 y 100 mg) utilizando como patrén interno UK,103-
320 (metabolito principal de CS) para cuantificar. Ademds realizaron un estudio
de robustez del método propuesto utilizando para ello el modelo factorial de

Plackett-Burman.

Dinesh y col. (35) propusieron un método de determinacion de CS en
muestras farmacéuticas por HPLC en fase reversa con deteccién UV. Para ello

utilizaron una columna LiChrospher C18-5 (25 x 0.46 cm) y como fase movil
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agua/acetonitrilo (48:52). El rango de linealidad estudiado estaba comprendido

entre 0.05y 7.5 mg/mL.

Los productos de degradacion son aquellos que se forman a partir de los
productos principales debido a reacciones quimicas. Las causas de la aparicién

de productos de degradacion pueden ser multiples:
x Envejecimiento de los productos principales.
x Conservacion en ambientes hUmedos o no protegidos de la luz.
% Hidrdlisis de los productos principales.
x Reacciones quimicas entre varios de los productos principales.

% Alteracidn de las condiciones de conservacion, especialmente

temperatura y pH.
x Accion bacteriana.

La alteracion de alguno de estos factores o de la combinacién de varios
de ellos hace que aparezcan estos subproductos en los fdrmacos. Asi en 2001,
Draghmen y col. (36) utilizan la cromatografia liguida de alta resolucion para
proponer un método de separacion de CS, productos de degradaciéon y/o
impurezas generadas en el proceso de sintesis del principio activo. Para este
estudio se ufilizd una columna Bondapak Cis (30 cm x 3.9 mm d.i.), una fase movil
compuesta por 0.2 M acetato amodnico (pH 7.0):acetonitrilo (1:1, v/v) vy la
deteccién se realizé a 240 nm. En estas condiciones consiguieron una buena
resolucién entre el compuesto de interés y los demds productos, ademds de
obtener aceptables valores de recuperacion. Desgraciadamente no indicaron

cuales son esos posibles productos de degradacién y/o impurezas.
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b) Andilisis de citrato de sildendfilo en fluidos biolégicos

Bhoir y col. (37) determinaron CS en plasma humano mediante HPLC en
fase reversa con deteccion UV. Inicialmente el plasma fue tratado con NaOH 1
My posteriormente se realizd una extraccion con CH2Cla. El extracto obtenido se
llevd a sequedad y el residuo obtenido se redisolvidé en un volumen conocido de
fase movil. Porciones de esta disolucion fueron las analizadas por HPLC, para ello
se utilizd una columna 5 micro m Inertsil-ODS-3 (25 cm x 4.6 mm d.i.) y como fase
moévil metanol/dcido fosférico (pH 5.2, ajustado con trietilamina) (7:3). El rango
de linealidad estudiado estaba comprendido entre 25 y 1000 ng/mL de CS y el
limite de deteccidon fue de 10 ng/mL. Este trabajo serviria para realizar estudios

sobre farmacocinéticas y bioequivalencias.

Lalla y col. (38) propusieron un método para la determinacién de CS en
plasma humano utilizando para ello un sistema automatizado de didlisis (ASTED,
Automated Sequential Trace enrichment of dialysates) conectado a un equipo
de HPLC. El sistema automatizado de didlisis permitiria realizar un enriquecimiento
de las muestras de plasma humano con el fin de realizar una preconcentracién
del analito en estudio para posteriormente analizarlo mediante HPLC con
deteccién UV. El rango de linealidad estudiado estaba comprendido entre 12 y
500 ng/mL.

Tarcqui y col. (39) propusieron la determinacién de CS en fluidos
bioldgicos y mds concretamente en secreciones salivales mediante HPLC
acoplado a un detector de masas. Inicialmente realizaron una extraccién

liquido-liquido utilizando cloroformo/2-propanol/n-heptano (25:10:65, v/v/v). La
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fase orgdnica se llevd a sequedad y el residuo de redisolvid en 25 mL de
metanol, de esta disolucidn se tomaron 2 mL y se analizaron mediante HPLC.
Para ello se utilizd una columna NovaPak Cis vy la separacién se realizd en modo
de gradiente utilizando para ello acetonitrilo/CHsCOOH (pH 3.0). La deteccidén se
realizé utilizando un analizador de masas de cuadrupolo simple en el modo de
jonizacién positivo. Los limites de deteccidn y cuantificacién fueron 0.2 y 0.5
ng/mL, respectivamente. El método propuesto es especifico, extremadamente
sensible y relativamente simple tanto en preparacidon de muestras como en
equipamiento. Como ejemplo en el frabajo muestran los resultados encontrados
en un andlisis realizado en las muestras de secrecion salival recogidas de un
voluntario de 38 anos que habia tomado una pastilla de 25 mg. Las muestras
fueron recogidas en diferentes intervalos de tiempo, asi después de media hora
de la ingesta la concentracién de CS encontrada fue de 1.2 ng/mL y al cabo de
1.5 horas fue de 8.3 ng/mL. Sin embargo, en andlisis realizados posteriormente se
vio que la concentracién de CS disminuia con el tiempo hasta un valor de 0.9

ng/mL al cabo de cinco horas y media.

c) Andilisis de citrato de sildendfilo y su principal metabolito, UK-103,320

Un aspecto fundamental en la determinacién de CS en medio bioldgico
es que éste puede sufrir reacciones en el interior de los organismos vivos para dar

lugar a ofros compuestos similares denominados metabolitos.
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La reaccion metabdlica mds frecuente en el campo que nos ocupa es la
desmetilacién de este compuesto. Asi, para el andlisis en medio bioldgico hay
que tener en cuenta que podemos encontrar el principio activo sin modificar

coexistiendo con su correspondiente metabolito, UK-103,320.

Coopery col. (40) desarrollaron un método de andlisis para determinar CS
y UK en plasma humano. Para ello utilizaron un sistema automdtico de didlisis que
estaba acoplado a un equipo de HPLC. El sistema de didlisis permitia un
enriguecimiento con respecto a CS y UK en las muestras, es decir, realizaba una
preconcentracién de los andlitos de interés en la muestra. Una vez realizado este
proceso, la muestra era inyectada en un equipo de HPLC con el fin de proceder
al andilisis. Para ello utilizaron una columna modelo 5 micro m Kromasil C4 (10 cm
x 4.6 mm d.i.) y como fase moévil acetonitrilo /ftampdn fosfato (pH 4.5)/H20 (7:1:17,
v/v/v). La deteccién se llevd a cabo a una longitud de onda de 230 nm. El rango
de linedlidad estudiado estaba comprendido entre 1.0 y 25.0 ng/mL de CS y UK.
El método propuesto lo aplicaron para realizar estudios de farmacocinética en

diferentes tipos de muestras.

Jeong y col. (41) proponen un método por HPLC para la determinacion
de CS vy su principal metabolito en plasma utilizando previomente una columna
estrecha (3.5cm x 2 mm d.i.) para el enriquecimiento y limpieza de la muestra.
Posteriormente los compuestos de interés fueron separados en una segunda
columna (fenil-hexil, 10 cm x 2 mm d.i.), para ello utilizaron como fase movil
acetonitrilo-tampdn fosfato de pH 4.5 (9:16). El limite de deteccion fue de 10

ng/mL.

Saisho y col. (42) propusieron un método para determinar CS y UK en pelo

de rata y en pelo de humanos utilizando una extraccién sélido-liquido. Asi, los
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compuestos de interés fueron extraidos de una muestra de pelo de pacientes
gue habian tomado una dosis de 50 mg de Viagra. La separacién de los
compuestos se realizé mediante cromatografia de gases, para ello utilizaron una
columna DB-MS (0.25 mm, 15 m x 0.25 mm d.i). La deteccién de llevd a cabo
utilizando un detector de masas. Los limites de deteccion encontrados fueron de

0.05y 0.20 ppm, de CS y UK, respectivamente.

Eerkes y col. (43) desarrollaron un método para determinar CS y UK en
suero humano. La determinacién se realizé mediante HPLC acoplado a un
detector de masas con una columna de silice. Los limites de deteccion vy
cuantificacién encontrados estaban por debajo de 1 ng/mL para ambos

compuestos.

Recientemente, Kim y col. (44) han propuesto un método por HPLC
acoplado a un detector de masas para la determinacién de CS y UK en plasma
humano. Anteriormente al andlisis realizaron una extraccién de los compuestos
de interés con diclorometano en medio bdsico. La separacion de los
compuestos se realizd por HPLC en fase reversa con una columna Luna fenilhexil
y como fase movil acetonitrilo/formato amonio (pH 6.0) (60:40). El método

propuesto mostraba una precision, selectividad y sensibilidad satisfactorias.
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1.2.C. Aspectos farmacologicos del aborto

El aborto es un tema de real controversia social que se centra en dos
puntos de vista al parecer ireconocibles. Por una parte, el derecho de la mujer
de poder decidir sobre ella misma vy, por ofra parte, el concepto de aborto
como un asesinato al haber presencia de vida. Ademds de todo esto, estd el
hecho de manejar atenuantes como el de los embarazos no deseados o las

violaciones.

La medicina entiende por aborto toda interrupcién del embarazo, natural
o provocado, desde su inicio hasta la semana 20 de gestaciéon. A partir de la

semana 21 se le llama parto pretérmino.

Por tanto, un aborto es la terminacién de un embarazo. Se le define
como la pérdida del embarazo, clinicamente reconocida antes de las 20

semanas de gestacion. Existen dos clases de aborto:

v Aborto espontdneo o involuntario: se produce o bien porque surge la
muerte intrauterinamente o bien porque causas diversas motivan la expulsién del
nuevo ser al exterior, donde fallece dada su falta de capacidad para vivir fuera

del vientre de la madre.

Se calcula que el 25% de todos los embarazos humanos finalizan en
aborto espontdneo y tres cuartas partes de los abortos suceden en los tres
primeros meses de embarazo. Algunas mujeres tienen cierta predisposicion a
tener abortos y con cada aborto sucesivo disminuyen las posibilidades de que el

embarazo llegue a término.
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Las causas del aborto espontdneo no se conocen con exactitud. En la
mitad de los casos hay alteracion del desarrollo del embrion o del tejido
placentario, que puede ser consecuencia de trastornos de las propias células
germinales o de una alteracidon de la implantacion del évulo en desarrollo.
También puede ser consecuencia de alteraciones en el entorno materno. Se
sabe que algunas carencias vitaminicas graves pueden ser causa de abortos.
Otros abortos espontdneos pueden ser consecuencia de situaciones maternales
anormales, como enfermedades infecciosas agudas, enfermedades sistémicas
como nefritis, diabetes o traumatismos graves. Las malformaciones y los fumores
uterinos también pueden ser la causa; la ansiedad extrema y otras alteraciones

psiquicas pueden contribuir a la expulsion prematura del feto.

En un aborto espontdneo, el contenido del Utero puede ser expulsado del
todo o en parte; sin embargo, en ocasiones, el embrion muerto puede
permanecer en el interior del Utero durante semanas o meses: es el llamado
aborto diferido. La mayor parte de los médicos recomiendan la excisidon
quirlrgica de todo resto embrionario o placentario para eliminar las posibilidades

de infeccidén o irritaciéon de la mucosa uterina.

v Aborto inducido o voluntario: es la interrupcidon deliberada del
embarazo mediante la extraccién del feto de la cavidad uterina. En funcidn del
periodo de gestacién en el que se realiza, se emplea una u otra de las cuatro

intervenciones quirdrgicas siguientes:

- Succién o aspiracién: puede ser realizada durante el primer trimestre

(hasta la duodécima semanal).
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Uso de dilatadores sucesivos: con ello se consigue el acceso a la cavidad
uterina a través del cérvix (cuello del Utero), se introduce un tubo flexible
conectado a una bomba de vacio denominado cdnula para extraer el
contenido uterino. A continuacién se introduce una legra (instrumento
metdlico en forma de cuchara) para eliminar por raspado cualquier resto

de la pared uterina.

Redalizacion de infusiones salinas: en esta técnica se utiliza una aguja
hipodérmica o un tubo fino para extraer una pequena cantidad de
liguido amnidtico del Utero a través de la pared abdominal. Este liquido
es sustituido lentamente por una solucidon salina concentrada al 20%.
Entre 24 y 48 horas empiezan a producirse contracciones uterinas, que

producen la expulsion del feto.

Laparotomia: se trata de una intervencion quirdrgica mayor que las
anteriores, similar a la cesdreaq, pero realizada a través de una incision de

menor tamano en la parte baja del abdomen.

Como alternativa a estos procedimientos, existe una pildora denominada

Mifegine, cuyo principio activo se denomina Mifepristone (RU-486) que bloquea

la hormona progesterona y es eficaz en los primeros 50 dias de gestacioén.

Mifepristone se desarrolld en Francia y en 1988 se legalizd su uso. A continuacion

pasaremos a comentar la caracteristicas de este fdrmaco, objeto a estudio de

esta Memoria.
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MIFEPRISTONE

Mifepristone es el nombre genérico de un medicamento (también
conocido como RU-486) capaz de interrumpir un embarazo confirmado en sus
primeras etapas. Mifepristone bloquea la accién de la progesterona, hormona
esencial para mantener un embarazo. Este medicamento es utilizado en
combinacién con otro, una prostaglandina llamada misoprostol, la cual causa
contracciones del Utero, ayudando asi a la expulsion del huevo implantado. Se

trata de un procedimiento similar al de un aborto espontdneo o natural.

Las mujeres que se han sometido al aborto farmacéutico encuentran este
método bastante aceptable. Describen esta opcidén no quirlrgica como algo
mds natural, no invasivo y que pueden controlar ellas mismas. Algunas lo
consideran una opcidén mdas privada. Con el régimen de mifepristone-misoprostol
no se busca sustituir al aborto quirdrgico, sino ofrecer una opcidén Mmds a las
mujeres para interrumpir un embarazo en sus primeras eftapas. El aborto
farmacéutico se debe ofrecer con toda la informacién posible acerca de este

proceso, asi como la opcidén del aborto quirdrgico cuando esté disponible.

En Estados Unidos y varios paises de Europa (Francia, Suecia y Gran
Bretana), mifepristone ha sido autorizado para su uso hasta las siete semanas de

gestacion y en algunos otros paises hasta los 63 dias de gestacion.

Ademds de su uso abortivo, mifepristone se utiliza en el tratamiento del
embarazo (dilatacion e induccién de parto); desordenes o enfermedades
ginecoldgicas (endometriosis o fibromas uterinos), asi como otros problemas

médicos (cdncer de mama, meningioma benigno, sindrome de Cushing y
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glaucoma). Este medicamento también se ha probado como anticonceptivo o

post-coital, pero aqui su uso es diferente al abortivo.

La molécula Mifepristone es un antagonista de la progesterona, derivado
19-noresteroidico  sintético, cuyo nombre quimico es (11B, 17B)-11-[(4-

dimetilamino))fenil]-17-hidroxi-17-(1-propinil)-estra-4,9-dien-3ona. (Figura 1.8).

HaC

H5C CH, OH

_—
. 2

o>~

Figura 1.8. Estructura quimica de Mifepristone

Mifepristone se presenta en forma de comprimidos conteniendo cada
uno 200 mg de ingrediente activo, el cual permanece estable después de 3 anos
a temperatura ambiente. Entre los excipientes estdn: silice anhidro coloidal,
amiddn de maiz, povidona excipiente, celulosa microcristalina y estereato

magnésico.
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La pastilla abortiva tiene que ser suministrada y supervisada por un
médico. La Administracién de Drogas y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos

establecio el siguiente protocolo:

1. Primera visita médica: examen ginecoldégico, confirmacién vy
determinacion del tiempo de embarazo. Se suministra la dosis de 3

pastillas de 200 mg cada una.
2.  Segunda visita 48 horas después: se administrard el misoprostol.

3. Tercera visita 12 dias después: examen ginecoldgico para certificar la

terminacién del embarazo.

Mifepristone se administra en forma oral. La disponibilidad de mifepristone
después de 200 mg es de un 69%. El nivel plasmdtico se alcanza entre las 2-3
horas después de la administracion. La unién a proteinas es aproximadamente
98%, principalmente a glicoproteina alfa-1-dcida. Mifepristone atraviesa
rdpidamente la placenta. La vidoa media de mifepristone es de
aproximadamente 20 horas debido a su alto porcentaje de unidn a proteinas
plasmdticas y a la circulacién entero-hepdtico. Tras la administracién de 600 mg
de mifepristone, la eliminacion es satisfactoria, siendo el 10% eliminado por orina

y el 90% por las heces.
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Antecedentes bibliogrdficos de Mifepristone

Mifepristone es una droga de reciente lanzamiento por lo que se han
enconfrado pocas referencias que hayan abordado su estudio tanto en

muestras bioldgicas como en formulaciones farmacéuticas.

Ye y col. (45) determinaron mifepristone en plasma humano por HPLC.
Antes de realizar el andlisis del compuesto fue necesario realizar una extraccion
con éter en la muestra de plasma. El extracto fue llevado a sequedad y
regenerado en un volumen conocido de fase movil. Para llevar a cabo el andlisis
mediante HPLC utilizaron una columna ODS-YWG (10 um, 20 cm x 5 mm d.i.) y
como fase mévil metanol-agua (80:20). La deteccién fue realizada a 320 nm. El
rango de linealidad estudiado estaba comprendido entre 0.06 y 1.20 ug/mL. Las

recuperaciones encontradas estaban préximas al 100 %.

Por ofro lado, Wu y col. (46) también propusieron la determinacion de
mifepristone mediante HPLC utilizando para ello una columna (25 cm x 4.5 mm
d.i.) y como fase maévil acetonitrilo 75%. Estos autores también llevaron a cabo la
determinacion de mifepristone en disolventes residuales, que habian quedado

después de la sintesis de este fdrmaco, mediante cromatografia de gases. (47)

Otro de los trabajos realizados en HPLC, es la determinacién de
mifepristone y sus metabolitos en plasma humano (48). En este caso utilizaron una
columna ODS/YWG y como fase movil metanol-acetonitrilo-agua (21:14:15). La

deteccién fue realizada a una longitud de onda de 302 nm.
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Zleng vy col. (49) readlizaron un estudio del comportamiento
voltamperométrico adsortivo del mifepristone. Para ello, las muestras del
compuesto fueron preparadas en tampdn Britton-Robinson de pH 7.0. Para la
realizacién de este trabajo utilizaron como electrodo de trabajo el de gotas de
mercurio (0.017 cm2 de drea), electrodo de referencia SCE, un fiempo de
acumulacién de 30 s y 100 mV/s como velocidad de barrido. El potencial de
reduccion para mifepristone fue de —-1.23 V. El rango de lineadlidad estudiado
estaba comprendido entre 40 nM y 3 uM de Mifepristone. Ademds de este
método, realizaron estudios de oscilopolarografia del mifepristone (50). En este
caso, también prepararon las muestras en tampdn Britton-Robinson de pH 7.0.
Los polarogramas fueron registrados desde un potencial inicial de -1.04 V. En
estas condiciones el mdximo estaba a un potencial de -1.71 V. El rango de

linealidad estudiado estaba comprendido enfre 40 nM y 1 uM de mifepristone.

Gao y col. (51) realizaron la determinacién de mifepristone en muestras
de plasma de mujeres parturientas o de parto reciente y de sus recién nacidos,
cuyo parto habia sido inducido con la administracion de este compuesto. En
este estudio muestras de 1 mL de plasma fueron agitadas con 5 mL de
hexano/CH2Cl2 (7:4) y posteriormente centrifugadas. La solucidon sobrenadante
se evapord y el residuo obtenido se disolvidé en 100 uL de metanol. Para realizar la
determinacion de este compuesto por HPLC se utilizd una columna OUYA-RP18
(15 cm x 4.6 mm d.i.) y como fase movil metanol/H20/acetonitrilo (42:30:28, pH
7.0). La detecciodn se realizdé a 302 nm. Los valores de recuperacion encontrados
estaban préximos al 100%. El método propuesto puede recomendarse para el

control de mifepristone en plasma tanto de la madre como del recién nacido.
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Gu vy col. (52) propusieron un método para la determinacion
voltamperométrica de mifepristone en un electrodo de pasta de carbono que
habia sido modificado con la adicién de d&cido desoxirribonucleico (ADN).
Pudieron comprobar que la respuesta anddica era sensiblemente mayor cuando
utilizaron este electrodo modificado con respecto a un electrodo de carbono
normal. Por tanto, propusieron este tipo de electrodo como un biosensor para la
deteccién de mifepristone. El limite de deteccién fue de 0.1 uM y el rango de
linealidad estudiado estaba comprendido entre 0.2 y 2.0 uM de mifepristone. Este
método fue aplicado a la determinacién de este compuesto en pastillas,
encontfrdndose resultados satisfactorios. Otras posibles modificaciones de
electrodos de oro y estano con ADN han sido propuestas para la determinacién

de mifepristone. (53)

Zhao vy col. (54) propusieron un método de determinacién de mifepristone
en plasma de perros y su biodisponibilidad mediante HPLC. Inicialmente 5 mL de
sangre fue cenfrifugada, tomaron 1 mL del sobrenadante y realizaron una
extraccion con 5 mL de etil éter. La fase orgdnica fue evaporada y el residuo
que se obtuvo fue disuelto en 0.5 mL de metanol. Posteriormente, porciones de
20 pL de esta solucién fueron analizadas. Para el andlisis utilizaron una columna
SMI-Pack CLC-ODS (15 cm x 6 mm d.i.) y como fase mévil metanol/H20 (39:11).
La deteccion fue realizada a 302 nm. El rango de linealidad estudiado estaba
comprendido entre 50 y 2000 ng/mL de Mifepristone. Las recuperaciones

encontradas estaban préximas al 100%.

Stith y col. (55) desarrollaron un método para determinar los niveles de
mifepristone en muestras de suero de un coyote. En este caso mifepristone lo

utiizaban como un agente anticonceptivo para el control no-letal de
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depredadores. Inicialmente realizaron una extraccién en fase sélida (Cig) de las
muestras de suero. Para el andlisis de las mismas utilizaron una columna Cig (150 x
4.6 mm d.i.) y como fase mévil acetonitriio (55%) en agua. La deteccion fue
realizada a 305 nm. El rango de linealidad estudiado estaba comprendido entre
10y 1000 ng/mL.
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1.3.A. Electroforesis Capilar

La electroforesis capilar (EC) es una técnica relativamente nueva para la
separacion y andlisis de compuestos quimicos que estd siendo utilizada cada vez
mds por analistas de los campos de la quimica andalitica y bioguimica. Una
revision de los articulos publicados en los Ultimos aios sobre la misma, muestra un
crecimiento exponencial en el nUmero de articulos existentes, o que refleja la

expansion y aceptaciéon de la técnica.

La EC complementa ofras técnicas de separacién, como son la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), la cromatografia de gases (CG)
y la electroforesis en gel (EG). Algunos de los métodos usados en HPLC y EG serdn
adaptados a EC debido a sus ventajas, entre las que se incluyen la alta
eficiencia y las rdpidas separaciones, las columnas baratas y la larga vida, la

pequena cantidad de muestra requerida y el bajo consumo de reactivos.

Ademds, la EC puede ser aplicada para la separacién de una gran
variedad de muestras como son compuestos polares idnicos, polares no idnicos,
asi como compuestos apolares y no idnicos. También se puede aplicar al andlisis

de biomoléculas de altos pesos moleculares.

La mayoria de los articulos iniciales trataron los aspectos tedricos de los
principios de la EC. En la actualidad la EC es considerada como una técnica
exacta, precisa y un método independiente de andlisis y es utilizada de forma

rutinaria en la industria, universidad y en laboratorios gubernamentales.
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Sin embargo, al ser una técnica de reciente implantacién, no existen
demasiados libros publicados sobre ella si la comparamos con los escritos en
HPLC.

Definicion de electroforesis y principios generales de la técnica

La electroforesis ha sido definida como el movimiento diferencial de
especies cargadas eléctricamente en un medio liguido conductivo,
normalmente acuoso, bajo la influencia de un campo eléctrico, es decir, es un
proceso en el que las especies cargadas se separan en funcién de su distinta
velocidad de migracién en un campo eléctrico (56-57). Las moléculas cargadas
se mueven hacia el electrodo de signo contrario con una velocidad que
depende del campo eléctrico, la viscosidad del medio, la carga eléctrica neta

de la molécula y el tamano de la misma.

La descripcién de los principios de la electroforesis se remontan al siglo
pasado, cuando Kohlrausch (58) obtuvo las ecuaciones bdsicas de la migracién

de un idn en disolucidn de electrolito en 1897.

Fue introducida como técnica de separacién por Tiselius en 1937 (59),
cuando situd una muestra de proteinas entre dos disoluciones tampdn en un
tubo vy, aplicando posteriormente un campo eléctrico, encontrd que los
componentes de la muestra migraban en una direccién a una velocidad que

dependia de la magnitud y del signo de sus cargas y de sus respectivas
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movilidades. Gracias a este trabajo, Tiselius recibid el premio Nobel. Este autor
llevd a cabo su experimento en una disolucién libre, lo cual limitaba mucho la
eficiencia de la separacion, debido fundamentalmente a la difusion térmica y a
la conveccion. Con el fin de suprimir la conveccién producida por efecto Joule,
la electroforesis se empezd a realizar en medios anticonvectivos, como papeles y
geles de poliacrilamida y agarosa. Desde entonces la EG ha sido una técnica
ampliamente utilizada para la separacién de macromoléculas biolégicas, tales
como proteinas y dcidos nucleicos. Sin embargo, la EG generalmente presenta
problemas derivados de bajas eficiencias, altos tiempos de andlisis, dificultades
en la automatizacion y deteccion. Ademds de ser muy laboriosa, el consumo de
reactivos y de tiempo es elevado e incluso pueden darse interacciones entre la

muestra y la matriz del gel que pueden afectar a la separacion.

Debido a estos problemas, se hicieron algunos intentos para llevar a cabo
la electroforesis en disolucion libre sin la necesidad de un medio estabilizante que
eliminara la conveccion. Una alternativa fue la utilizacién de tubos finos o
capilares. Asi Hjerten, en 1967, llevd a cabo la primera separacién electroforética
utilizando un tubo abierto de cristal de cuarzo de un didmetro interno de 1-3 mm
y recubierto internamente con metilcelulosa para prevenir la electrodsmosis (60).
La conveccidén fue reducida haciendo rotar el tubo alrededor de su eje
longitudinal. La deteccidon fue realizada con un detector UV que registraba a lo
largo del tubo. Esta técnica de electroforesis en zonas libres fue aplicada a una
gran variedad de muestras entre las que se incluyen proteinas, dcidos nucleicos

o incluso virus.

Posteriormente, a mediados de 1970, Everaerts y colaboradores (61)

desarrollaron la isotacoforesis capilar en tubos abiertos de didmetro
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submilimétrico basdndose en lo que se ha venido a llamar efecto anticonvectivo
de la pared que se ocasiona como consecuencia de la alta capacidad de
disipacion de calor que se obtiene en los tubos de pequeno didmetro interno
debido a la alta proporcion entre la superficie de disipacion y el didmetro interno
del capilar. Ademds, estos autores usaron tubos de teflén en lugar de tubos de
vidrio, lo cual teniac como ventgja la eliminacion del fendmeno de
electrodsmosis, que podia perturbar la separacién por isotacoforesis capilar. A
partir de aguel momento se han venido fabricando equipos instrumentales para
esta técnica, sin embargo el interés por la misma ha sido escaso en

comparacién con otras.

En 1974, Virtanen (62) llevd a cabo experiencias por electroforesis en zona
utilizando tubos de vidrio de 200-500 um de didmetro interno utilizando deteccidén
potenciométrica. Algunos anos después, Milkers, Everaerts y Verhgeen (63)
realizaron separaciones por electroforesis capilar en zona (ECZ) utilizando tubos
de teflébn de un didmetro interno de 200 um de didmetro interno y un detector
conductimétrico. Con este montaje consiguieron separar y detectar 16

pequenos iones en 10 minutos.

Los estudios anteriores demuestran que los principios generales de la
electroforesis capilar en zona son conocidos hace mucho tiempo. Pero hasta la
década de los 80 los dos principales problemas quedaban sin resolver; por un
lado, la baja sensibilidad de los sistemas de deteccidon vy, por otfro, el fendmeno

de electrodésmosis.

En el ano 1981, Jorgenson y Luckacs describieron separaciones utilizando
por primera vez un tubo capilar de didmetro menor que 100 um como celda

electroforética (64). Esto les permitié realizar separaciones usando los mismos
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principios que la electroforesis convencional, pero con mayor rapidez vy
eficiencia (65). En lugar de intentar suprimir el fendmeno de la electro6smosis
usando capilares eléctricamente inertes, aprovecharon este fendmeno que se
genera en capilares de pequeno didmetro interno para mover los analitos a lo
largo del capilar con mucha menor dispersion de la que se observa en
cromatografia liquida. Ademds describieron las relaciones existentes entre los
pardmetros operacionales y la calidad de la separacién demostrando el
potencial de la técnica. Desde ese momento tan solo transcurrieron ocho anos
hasta la aparicidn del primer instrumento comercial de electroforesis capilar y, de
entonces acd, se ha desarrollado exponencialmente el uso de esta técnica. Este
hecho queda reflejado en la gran cantidad de monografias sobre EC (66-70) y
en el nUmero de publicaciones en revistas cientificas que utilizan esta técnica
como principio de separacién (71-74) que supera los 6000 (Analytical Abstracts,
1980-2004). En los siguientes anos se llevaron a cabo algunas innovaciones en
cuanto a los sistemas de deteccidon y al desarrollo de algunas subtécnicas de la
electroforesis capilar en zona que la han conducido a ser una poderosa técnica

de separacidén especialmente para compuestos bioldgicos y farmacoldgicos.
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Teoria de la Electroforesis

- Aspectos tedricos de la electroforesis capilar

La separacion por EC se basa en la diferencia de velocidad de los solutos
en el seno de un campo eléctrico. Para comenzar vamos a considerar la
migracién de un compuesto cargado en el seno de una disolucién de electrolito

a dilucién infinita, donde no tengan lugar interacciones idnicas.

Si aplicamos un campo eléctrico homogéneo, el compuesto cargado i es

acelerado por una fuerza (Fe) proporcional al campo eléctrico aplicado (E)

Fe=qiE

Debido a que el idn se encuentra en un medio acuoso, que tiene una
viscosidad (n), la fuerza de rozamiento (F) que se opone a su movimiento
dependerd de una constante (k), de la viscosidad del medio (n) y de la

velocidad de migracion del idén en el medio (vi).

Fr:kﬂVi

De acuerdo con la ley de Stokes la constante k puede ser sustituida por
énr para una particula esférica. Para particulas no esféricas y pequenos iones, el

valor numérico es inferior a é.
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Fr=6 nrinvi

donde ri es el radio del idn solvatado o, en este caso, hidratado.

Si la aceleracion causada por la fuerza eléctrica (Fe) es compensada por
la fuerza de rozamiento se alcanzard un estado de equilibrio en el que las fuerzas
serdn iguales y de sentido contrario y el idn se moverd con una velocidad

constante vi.

Fr="Fe

v, = 1 g
6mrn

De acuerdo a la ecuacion anterior, la velocidad de migracion del ion es
directamente proporcional al campo eléctrico aplicado. A este factor de
proporcionalidad se le denomina movilidad electroforética absoluta del idn (pe)

que se puede expresar Como:

gk
v, _brmy _ ¢
E E 6rmy

Mo =

Es decir, que para un determinado ién, la movilidad electroforética

absoluta sélo depende de la viscosidad del medio. Hemos de destacar que
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tanto la velocidad como la movilidad electroforéticas pueden ser positivas o
negativas dependiendo del signo de la carga del idon. De esta ecuacién se
deduce que pequeias particulas altfamente cargadas, tienen altas movilidades

electroforéticas y viceversa.

En la prdctica se trabaja en presencia de otras especies en la disolucion
de electrolito. Las interacciones electrostdticas a las que se ve sometido un ién
en la disolucion de electrolito afectan a la movilidad electroforética de dicho
ién. Estos iones en disolucién se rodean de contraiones de carga opuesta, que
crean una atmodsfera idnica. Para considerar estos efectos sobre la movilidad, se
cambia la carga tedrica del idbn por una carga efectiva (menor) del ié6n vy el
radio hidrodindmico del id6n por el radio efectivo del mismo, incluyendo su
atmésfera de contraiones. Asi, obtenemos una movilidad efectiva que depende
no sélo de la viscosidad del medio sino también de las interacciones idbnicas que

ocurren en disolucion.

Como consecuencia, la movilidad efectiva serd siempre inferior a la

movilidad absoluta calculada anteriormente.

Para determinar la movilidad electroforética es necesario conocer el
tiempo que tarda la molécula desde que es infroducida en el capilar hasta su
llegada al detector. A este tiempo se le llama tiempo de migracién y depende
directamente de la longitud del capilar e inversamente de la movilidad
electroforética y del campo eléctrico aplicado. Si sdlo se considerase la
movilidad electroforética, no se explicariac completamente el comportamiento
migratorio dentro del capilar, ya que dicho comportamiento depende también

del flujo electroosmético (75-77).
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- El fenémeno de electroforesis y el flujo electroosmético.

El flujo electroosmético (FEO) o electrodésmosis es un fendmeno bdsico en
todas las separaciones y se produce al aplicar un voltaje a un sistema liquido que

estd en contacto con una superficie cargada.

En condiciones acuosas, la mayoria de las superficies poseen un exceso
de cargas negativas que pueden proceder de la ionizacidén de la superficie
debido a equilibrios dcido-base y de la adsorcidon de especies idnicas en la

superficie.

Generalmente, los capilares se fabrican de silice fundida, si bien,
materiales no idnicos, como el teflén, también exhiben flujo electroosmdtico, que

resulta probablemente de la adsorcidon de aniones sobre la superficie.

Cuando la silice estd en contacto con una disolucion acuosa, su
superficie se hidroliza para dar lugar a grupos silanol. Estos grupos pueden estar
cargados positivamente como SiOH2*, neutros SiOH o tener carga negativa
como SiO- dependiendo del pH de la disolucidén acuosa. Los contraiones,
cationes en la mayoria de los casos, tienden a ser adsorbidos en la pared por
atracciones de tipo electrostdtico para compensar el defecto de cargas. Se
forma asi, segun el modelo de Stern, una doble capa rigida de iones adsorbidos

y a la que se superpone una doble capa difusa de iones.

Este sistema de doble capa origina un potencial eléctrico en la interfase
entre la pared y la disolucion de electrolito. El potencial de la doble capa rigida

decrece linealmente con la distancia, mientras que el potencial de la doble
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capa difusa, conocido como potencial zeta, decrece exponencialmente con la

distancia.

Cuando se aplica una diferencia de potencial a lo largo del capilar, los
cationes que forman parte de la doble capa difusa son atraidos hacia el cdtodo
y como éstos estdn solvatados, arrastran en su movimiento al resto de la
disolucién que hay en el capilar hacia el cdtodo, constituyendo el FEO. Si bien el
punto exacto de la ionizacién de la silice fundida es dificil de determinar, se ha
observado que el flujo electroosmdtico comienza a tener un valor significativo a
partir de pH=4. Cuando se trata de materiales no idénicos como el tefldn, también
aparece un FEO que probablemente resulta de la absorcidén de aniones sobre Ia

superficie.

- Los beneficios del flujo elecfroosmético

El principal efecto beneficioso del FEO es el hecho de que se consigue un

perfil de velocidades plano, lo cual se fraduce en picos estrechos.

La magnitud del flujo electroosmodtico puede ser expresada en términos

de movilidad o velocidad.

_ e g
4 n

VrEo

Viro = Hrro
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&: constante dieléctrica del electrolito . potencial zeta
n: viscosidad de la disolucién E: campo eléctrico aplicado
a) Perfil plano b) Perfil laminar

) D

Figura 1.9. Perfil de velocidades del FEO segin el régimen del flujo.

Mientras que el FEO normalmente es beneficioso para la separacion, éste
necesita ser controlado, puesto que valores elevados pueden producir la elucién
de los compuestos antes de que se produzca la separaciéon o bien valores muy
bajos pueden conducir a tiempos de andlisis elevados o incluso que no eluyan
determinados compuestos. Asi, los pardmetros que nos van a permitir el control

del flujo electroosmatico son:

1. Campo eléctrico. Al aumentar éste, aumenta la velocidad del FEO

como se describe en las ecuaciones anteriores.
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2. El pH del tampdn de separacién. Ajustando el pH se puede actuar

sobre la carga de la pared del capilar. Cuanto mdés alto sea el pH, habrd mayor
desprotonacién de los grupos silano y mayor densidad de carga por lo que el
potencial zeta serd mayor y como consecuencia aumenta la ureo y la vreo. A pH

neutro, el FEO ya es capaz de arrastrar todas las especies al cdtodo.

3. Fuerza iénica o concentraciéon del tampdn. Esta afecta al espesor de la

doble capa ya que al aumentar la concentracién de iones disminuye el espesor
de la doble capa difusa. Como consecuencia el potencial zeta también

disminuye y en definitiva el FEO es menor (78).

4, Adicién de disolventes orgdnicos. Influyen sobre la viscosidad de la

disolucién y sobre el potencial zeta. Metanol, etanol e isopropanol, en
concentraciones de 10 a 20 % reducen el FEO, sin embargo, el acetonitrilo ha

demostrado producir el efecto conftrario (79).

5. Temperatura. Provoca cambios en la viscosidad del electrolito (de un 2

a 3% por grado centigrado) haciendo que aumente la velocidad del FEO all

aumentar la temperatura.

6. Adicién de polimeros neutros hidrofilicos. Se adsorben sobre la pared

del capilar disminuyendo el FEO y también aumentan la viscosidad por lo que su

accién se ve intensificada.

7. Recubrimiento interno del capilar. Se realiza con compuestos que se

enlazan de forma covalente a su superficie y el resultado es la supresidon del FEO.
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Una vez estudiados los principios tedricos de la electroforesis asi como los
del FEO vy los factores de que depende, vamos a suponer un sistema constituido
por dos electrodos y un capilar de silice fundida relleno de electrolito de pH
bdsico (9.2) y en el cual se ha infroducido, en el extremo en contacto con el

dnodo, una muestra constituida por cationes, aniones y especies neutras.

Si se aplica una diferencia de potencial entre dnodo y cdtodo, los iones
migrardn a lo largo del capilar con una determinada velocidad electroforética
gue dependerd de la relacidn g/r de cada idn, obteniéndose finalmente un

electroferograma como el que se muestra en la figura 1.10.

Los aniones de menor tamano tienen mayor velocidad electroforética
que los de mayor tamano, por eso oponen mayor resistencia al FEO y tardan mds
fiempo en eluir. Los compuestos neutros avanzan todos juntos a igual velocidad
electroforética que es la velocidad del FEO. Los cationes se ven impulsados por
el FEO y como los mds pequenos son los que tienen mayor velocidad
electroforética serdn los primeros en salir y los mayores los Ultimos en salir. Asi, el
fiempo necesario para ser eluido un ion viene determinado por su movilidad y la
del FEO.
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Sefial

Figura 1.10. Electroferograma tipo para una disolucion que contiene aniones, cationes y
especies neutras

La movilidad aparente de un idn se define como

My =M+ Hppo

y puede ser obtenida a partir de su tiempo de migraciéon y otros pardmetros

experimentales.

Vi
Ha= g t E tV

l: longitud del capilar desde el extremo de la inyeccion hasta el detector.
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L: longitud total del capilar tm: fiempo de migracién

V: voltaje aplicado

Puesto que la movilidad del FEO es fdcilmente calculable usando un
marcador neutro (DMSO, acetona, fenol, metanol) a partir del electroferograma

se puede extraer répidamente la movilidad efectiva de un determinado ion:

Hi = Hy = Hrgo

También se puede poner en funcién de los tiempos de migracién como:

donde tmm €es el tiempo de migracién del marcador.

Hay que destacar que los aniones tendrdn movilidades negativas ya que

se oponen al FEO y los cationes positivas pues van en el mismo sentido.
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- El tampén de separacién

La seleccidn del tampdn de separacion es extremadamente importante
para la separacion. Existen numerosas publicaciones donde se hace referencia a
la influencia de la concentracién de tampdn y el FEO (78, 80). Asi, un buen

tampdn de separacion deberd reunir las siguientes condiciones:
v No influir negativamente en la separacién.

v Tener una alta capacidad de tamponamiento al pH seleccionado para la

separacion.
v El pH debe mostrar pequenas variaciones con la temperatura.

v En caso de que se utilice un detector UV-Vis, el tampdn debe mostrar muy

baja absorbancia (o ninguna) a la longitud de onda de medida.

v' La movilidad del i6n del tampdn debe ser similar a las movilidades de los

analitos para evitar la electrodispersion.

v La movilidad de los contraiones del tampdn debe ser lo menor posible para

minimizar el calor generado por efecto Joule.

El pH del tampdn de separacion es un pardmetro critico a la hora de la
separacion. Puede estar comprendido entre 2 y 12 debido a la alta estabilidad

de los capilares de silice fundida.

La eleccidn del pH dependerd del tipo de soluto a separar, ya que éste

puede afectar a la carga de los solutos y, por tanto, a su movilidad
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electroforética asi como a la movilidad del FEO, alterando asi la separacién de

los compuestos.

Por estos motivos se requiere una optimizacion de este pardmetro y se
suele realizar a través de separaciones de la muestra a distintos valores de pH
para representar, posteriormente, la movilidad de los compuestos frente a los
diferentes pH. Por otro lado, el pH afecta de forma distinta al valor de FEO (81)
dependiendo del material con el que esté construido el capilar como se muestra

enlafigura 1.11.

Megp 107 (Cm?/ Vis)

4 Pyrex
/ silica
3 =]
2 =
Teflon
1 im #

Figura 1.11. Efecto del pH sobre el valor de FEO en funcion del tipo de capilar.
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Después del pH, la fuerza idnica del tampdn es una herramienta
poderosa para mejorar la eficiencia, resolucién y selectividad de la separacién
ya que influye sobre la movilidad de los analitos y sobre la movilidad del FEO por
afectar al espesor de la doble capa difusa y por tanto al potencial zeta (¢).
Ademds influye en la intensidad de corriente que atraviesa el capilar y, por lo
tanto, en el calor generado por efecto Joule. Por ello hay que seleccionar
tampones cuyos iones presenten baja conductividad, como Tris, borato, histidina,
CAPS, cuyos iones son voluminosos y como consecuencia pueden ser usados en
altas concentraciones sin generar corrientes demasiado altas aunque presentan
la desventaja de que algunos de estos tampones presentan fuerte absorcidon en
el UV.

Para aumentar la selectividad del sistema, se puede anadir al tampdn
una serie de aditivos tales como disolventes orgdnicos, que anadidos al
electrolito alteran la polaridad y la viscosidad de la fase movil. Como
consecuencia, se modifica la movilidad electroosmdtica de los iones y la
movilidad del FEO. La adicién al tampdn de surfactantes, selectores quirales o
agentes formadores de complejos puede alterar también la selectividad vy el
tiempo de andlisis. Los principales aditivos empleados en EC y sus funciones mds

destacadas quedan recogidos en la tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Principales aditivos para EC

ADITIVO FUNCION
. Mejoran la solubilizaciéon de las moléculas, reducen la

Disolventes . L . ) i

L inferaccion de éstas con la pared del capilar y modifican el
orgdnicos

FEO.

Sales Producen cambios conformacionales en las proteinas vy
inorgdnicas reducen las inferacciones con la pared del capilar.
Urea Solubiliza proteinas.
AMINGS Se unen a grupos silanoles libres de la pared del capilar para

reducir el FEO.

Tensioactivos
catiénicos

Producen carga opuesta en la pared del capilar e invierten la
direccidén del FEO.

Ciclodextrinas

Forman complejos de inclusidn con moléculas aromdticas y
alguilicas mejorando la selectividad de la separacién. Se
utilizan normalmente para separaciones enantioméricas.

Eteres corona

Forman complejos de inclusibn con cationes orgdnicos e
inorgdnicos también con el fin de mejorar la selectividad.

Calixarenos

Forman complejos de inclusion con moléculas orgdnicas e
inorgdnicas con el fin de mejorar la selectividad y la sensibilidad
(82).
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- Pardmetros determinantes de la separacién

Una separacién analitica se lleva a cabo para obtener, en un tiempo
razonable, informacién cualitativa y cuantitativa acerca de la muestra. Asi, los
pardmetros mds relevantes que dan idea del correcto funcionamiento de una
separacion electroforética son el tiempo de migracion, la eficiencia, la

selectividad y la resolucidn.

El tiempo de migracién (tm) de un analito es el tiempo que éste tarda en
recorrer la longitud efectiva del capilar (I) y se obtiene directamente del
electroferograma. Este puede ser descrito en funcién de los pardmetros

experimentales como:

IL

f =— =
(/Jl + Hero )V

m

La eficiencia de un sistema electroforético se mide por el niUmero de
platos tedricos (N) alcanzados por el capilar y se puede calcular a partir de la
siguiente expresion:

2

donde wi,2 es el ancho del pico a la mitad de su altura.
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La selectividad es la capacidad del sistema para separar solutos que
estdn proximos entre si y se mide a través de la distancia entre dos mdximos
consecutivos. La selectividad viene dada por la siguiente expresion:

l,n—1
o = m2 " tmFEO

L —UnrEO

La forma mds eficiente para influir sobre ella es cambiar el pH de la disolucion.

La resolucidon (R) es el pardmetro mds importante a la hora de la
separacion. Nos indica lo bien separados que estdn dos compuestos. Se puede

calcular a partir del electroferograma usando la ecuacién:

2(tm2 _tml)
W1 +W2

R=

Pero también se puede expresar como:

v /[IJ/
L

R=0.177A —
a D(ﬂ"'ﬂEOF)

De esta ecuacion podemos deducir que la resolucion aumenta con el
voltaje pero no aumenta tanto como lo hace la eficiencia que es directamente

proporcional al voltaje. Asi, hemos de usar voltajes lo mds altos posibles para
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llevar a cabo la separacidon ya que produce separaciones mds rdpidas, con

altas eficiencias.

En cuanto a la movilidad del FEO, hemos de destacar que altas
movilidades que antes producian altas eficiencias, ahora producen bajas
resoluciones. La mayor resolucion se obtendrd cuando la movilidad del FEO sea
igual y en sentido contrario a la movilidad electroforética media de los iones

pero si fenemos en cuenta el tm (Mmedio):

. 1L
t_(medio) = =——
K+ Hggo
Si
p = ~Hrro

entonces el tm tenderia a infinito, lo cual no es prdctico. Por lo tanto, se debe
mantener un preo que de tiempos de andlisis lo mds pequenos posible siempre

que exista una resolucién entre los picos.

La resolucién depende también de las movilidades electroforéticas de los
analitos y serd tanto mayor cuanto mayor sea la diferencia entre ellas. Esta
diferencia se puede aumentar al optimizar el pH del electrolito de separacién o
bien mediante la adicibn de modificadores orgdnicos al electrolito de
separacion que puede causar diferencias en las movilidades y, por lo tanto,

aumentar la resolucién vy la selectividad del sistema.
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- Factores que afectan al desarrollo de la separacién

El alto poder de resolucion de la EC se debe fundamentalmente a que los
efectos dispersivos pueden ser controlados con la nueva instrumentacién, por lo
que es importante comprender estos efectos dispersivos para estimar su

influencia sobre la separacién y conseguir disminuirlos al mdximo.

Efectos de dispersion o dispersivos.

El ensanchamiento de banda en EC es la suma de una serie de efectos
que confribuyen al ensanchamiento de los picos. Suponiendo un pico gaussiano,
el ensanchamiento puede ser expresado en términos de la variante espacial §2.
Asi, la varianza total serd la suma total de una serie de varianzas debidas a

determinadas fuentes de dispersion.

82 =8, +8% +8] +8; +8; +35, +8,

D: difusién A: adsorcién J: efecto Joule
E: dispersidn electroforética I: inyeccion W: cambio de la zona de deteccion
O: ofros.

Difusién. En EC la muestra se introduce en un capilar. La zona donde estd
contenida la muestra se va ensanchando por ambos lados debido a una

diferencia de concentracién entre la zona de muestra y el electrolito de
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separacion. Se obtiene asi un perfil de concentracidén semejante a una curva

gaussiana.

Adsorcién. La principal causa de adsorcion sobre las paredes de silice
fundida son las interacciones idnicas entre compuestos catidnicos y las propias
paredes, que presentan cargas negativas. Dependiendo de la intensidad de
esta interacciéon, se pueden obtener picos asimétricos, o bien, puede ser que
exista una total adsorcidn del analito en las paredes, en cuyo caso no se

obtendrian picos.

Efecto Joule. Cuando una corriente pasa a lo largo del capilar, parte de
la energia eléctrica es convertida a calor. Como consecuencia de este calor,
aumenta la temperatura dentro del capilar credndose un gradiente de
temperatura desde el centro hacia la pared del capilar y que es eliminada a
través de las paredes de éste. Matemdticamente, puede ser descrito por la

siguiente ecuacion:

2
N R R I R R I
2 | K, n K, r, r;\ h
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Q: calor generado por efecto Joule. r: radio interno del capilar.
h: velocidad de fransferencia térmica desde el capilar.  r2: radio externo del capilar.
ki1 y k2: conductividades térmicas de la silice y rs: radio externo de la poliamida.

de la poliamida, respectivamente (ki > k2)

Como consecuencia de la corriente eléctrica, el calor se genera
homogéneamente a lo largo del interior del capilar. Mientras que el perfil de
temperatura dentro del capilar es parabdlico, el perfil de temperatura a lo largo

de las paredes del capilar y de un medio envolvente es logaritmico.

Para obviar este fendmeno, se puede eliminar el calor de la superficie del
capilar a través de un sistema de refrigeracién que puede ser por una corriente
forzada de aire o mediante el uso de un liquido refrigerante. Este control de
temperatura es necesario no sélo para eliminar el calor sino para mantener el
capilar a una temperatura constante durante la separacidn, incluso en ausencia

de efecto Joule, para asegurarnos la reproducibilidad de las medidas.

Longitud de la muestra inyectada. Es importante que la longitud de la

muestra inyectada sea lo mds pequena posible. Si ésta es mayor que la
dispersion causada por la muestra, la eficiencia (83) y la resolucion se verdn
sacrificadas. Una regla prdctica consiste en inyectar una longitud de muestra

inferior al 1-2 % de la longitud total del capilar.

Electrodispersion. Ocasiona la dispersidn de los picos electroforéticos

debido a la diferente composicidén del tampdn y la muestra inyectada, lo cual
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da origen a dos zonas de diferente conductividad vy, por lo tanto, de campo
eléctrico. La figura 1.12 ayuda a comprender mejor este fendbmeno suponiendo
fres situaciones distintas. Se parte de un capilar relleno de un determinado
tampdn en el que se inyecta una muestra que tiene mayor, menor e igual

conductividad que el tampédn:

a) Si se supone que la zona de muestra presenta mayor conductividad
gue el tampdn, ésta presentard una resistencia menor al paso de la corriente y
segun la ley de Ohm, un menor campo eléctrico con respecto al originado en la
zona del tampdn. Como la velocidad electroforética de un idn es directamente
proporcional al campo eléctrico, un idn que se encuentre en la zona de la

muestra tendrd menor velocidad que aquel que llegue a la zona del tampdn.

Para una muestra que contiene cationes, si éstos llegan al tampdn por la
parte posterior a su movimiento de migracién, adquieren mayor velocidad
volviendo a la zona de muestra donde quedardn frenados. Esto ocasiona en esa
zona una compresidon de las muestras. Si los cationes llegan al tampdn por la
zona anterior adquirirdn mayor velocidad produciéndose en esta zona una
difusion de la muestra, asi, se obtiene un pico deformado en el sentido de

avance de la muestra.

b) Para una muestra que presente menor conductividad que el tampdn
se presenta el caso C. En la zona de muestra se genera un campo eléctrico
mayor gque en la zona del tampdn, de esta forma los iones adqguieren una
velocidad alta en la zona de muestra y cuando llegan a la zona del tampdn se
ven frenados. El resultado es una compresidon de la muestra en la zona mds

proxima al cadtodo y una difusién de la misma en la zona mds proxima al dnodo.
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Esto se debe a que aquellos cationes que entran en esta zona se ven frenados y

les cuesta mads trabajo volver a la zona de la muestra.

En esta situacidon se obtienen picos deformados en el sentido contrario al de

avance de la muestra.

c) El tercer caso (B) lo constituiria aquella muestra que tiene la misma
conductividad que el electrolito de separacién. Para esta posibilidad no existird

ninguna deformaciéon del pico debido a la electrodispersién.

+ a - + b - + © -
I &

el el & e
$$$ a? @ $$$$
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Figura 1.12. Electrodispersion derivada de la diferencia de conductividad entre /a
disolucion de la muestra (verde) y el electrolito (amarillo)

Como resumen, se puede concluir que todos los efectos dispersivos
pueden mantenerse bajo control, siempre y cuando se sigan algunas normas

generales como las expuestas a continuacion:
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1.- Como todos ellos dependen de la temperatura, el sistema no sélo debe estar
refrigerado sino termostatizado, es decir, la tfemperatura debe ser constante en

todo el proceso de separacion.

2.- Los capilares con longitudes comprendidas entre 55y 75 cm presentan una
relacion superficie/volumen interno aceptable y que permite obtener buenos
resultados en cuanto al calor generado por efecto Joule, a la adsorcién de

moléculas y a la sensibilidad de los detectores UV-Vis.

3.- La concenfracién de la muestra no deberia exceder el 1% de la
concentracién del electrolito y la longitud de la muestra inyectada se debe
procurar que sed lo mds corta posible. Si aparecen problemas derivados de la
sensibilidad de la deteccidn es preferible llevar a cabo procesos de compresion
de la muestra en lugar de inyectar grandes cantidades de muestra que

supongan grandes longitudes inyectadas.

4.- La fuerza idnica del electrolito deberia ser lo mds baja posible para prevenir
un exceso de calor por efecto Joule. Ademds, se deberian utilizar tampones con

bajas conductividades antes que los de altas conductividades.
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Aspectos instrumentales y operacionales de la Electroforesis Capilar.

En la figura 1.13 se muestra el disefo bdsico de un equipo de

electroforesis capilar.

Anodo

Catodo
Capilar -

Termostatizacion

Figura 1.13. Disefio bdsico de un equipo de electroforesis capilar.

Para comenzar una separacion, el capilar se rellena con el tampdn o
electrolito de separacién, después se inyecta la muestra en el lado opuesto al
detector y seguidamente el capilar, a la vez que los electrodos, se sumerge en
dos viales que contienen el electrolito de separacion. Finalmente se aplica una

diferencia de potencial entre ambos electrodos y comienza la separacion.
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- Inyeccién de la muestra

La introducciéon de la muestra dentro del sistema electroforético,
generalmente, se denomina inyeccién. La inyeccién de la muestra en el capilar
se puede hacer mediante una gran variedad de métodos, pero los dos mds

importantes son la inyeccién hidrodindmica y la inyeccidn electrocinética.

La inyeccidén hidrodindmica se puede llevar a cabo mediante la
aplicacién de una presion al vial, en el que se infroduce en el extremo inicial del
capilar, o bien, haciendo vacio sobre el extremo final del capilar, o bien, por
gravedad elevando el vial que contiene la muestra unos centimetros por encima

del vial de salida (efecto sifon). (Figura 1.14)

Para este tipo de inyeccidn, se retira el extremo de entrada del capilar
desde el vial con electrolito y se sumerge en el vial que contiene la muestra. Se
aplica presion mediante una de las formas ya descritas durante un corto periodo
de tiempo. Esto permite introducir un pequeno volumen de muestra al comienzo
del capilar. La cantidad de anadlitos que sean introducidos dependerd
principalmente del tiempo y de la presidn que sean aplicados, la viscosidad de

la disolucién y las dimensiones del capilar.
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Presion

b .

Vacio

" Sifonaje
11 ¢

Figura 1.14. Modos de inyeccion hidrodindmica.
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Mediante la inyeccién hidrodindmica, la composicion de la muestra que
se infroduce en el interior del capilar es igual que la del vial de la muestra y el

volumen inyectado se puede obtener mediante la ecuacion de Poiseuille:

B APr' 7t
8n L

Vv

AP: diferencia de presion (Pa) r: radio interno del capilar (m)
t: fiempo (s) n: viscosidad (Pa -s)

L: longitud total del capilar (m)

Se puede deducir que depende de la diferencia de presidn establecida
a lo largo del capilar, del didmetro interno de éste, del tiempo de inyeccién, de

la viscosidad y de la longitud total del capilar como ya se ha comentado.

Las presiones tipicas de inyeccidn suelen oscilar entre 0.05y 0.5 bares y los
tiempos de inyeccién pueden estar comprendidos entre 1 s y 10 s. Bajo estas

condiciones se pueden inyectar volUmenes del orden de los nanolitros.

En caso de Uutilizar la elevacién del vial como modo de inyeccién, el
volumen de muestra a inyectar estard dado por la constante de gravedad, la
densidad del electrolito y la altura de elevacidn de la muestra. Por tanto,
cuando la inyeccién se hace por gravedad o diferencia de altura, la AP se

obtiene a través de la siguiente expresion:
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AP = pgAh

p: densidad del tampdn (Kg m-3) g: gravedad (2.8 N Kg)

Ah: diferencia de altura entre los viales (m)

En este caso se suelen utilizar diferencias de altura enfre 5y 10 cm vy

tiempos de inyeccidon comprendidos entre 10 y 30 segundos.

La longitud de la muestra inyectada se puede obtener faciimente a partir

del volumen inyectado segun la ecuacién:

_ Vol

L
it

Como ya se comentd con anterioridad, se deben utilizar pequenos
voliUmenes de inyeccion para obtener bajas dispersiones. Sin embargo, estos
volumenes pequenos de inyeccién suelen ser dificiles de reproducir y se hace

necesario llegar a una solucidon de compromiso.

El hecho de que el volumen de inyeccién dependa de la viscosidad de la
disolucién hace que se necesite un buen control de la temperatura porque la
cantidad inyectada puede variar de un 2 a un 3% por °C. Pero hay que destacar
que la viscosidad de la muestra no influye considerablemente en la cantidad
inyectada porque el volumen inyectado es minimo comparado con el volumen

del capilar.
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La inyeccidn electrocinética supone un modo alternativo a la
infroduccién de la muestra en electroforesis capilar, utiliza un voltaje para la

intfroduccidén de los analitos en el capilar. (Figura 1.15)

Figura 1.15. Inyeccion electrocinética.

La configuracidén es ligeramente diferente a la del caso anterior, ya que
aqui es necesario tener el extremo de salida del capilar sumergido en el
electrolito para poder establecer el campo eléctrico. Se procede sumergiendo
el extremo de entrada del capilar en la muestra y se aplica un determinado
potencial (de 3 a 5 veces inferior al potencial de separacién) durante cierto
periodo de tiempo (unos segundos). Los analitos migrardn de acuerdo a su
movilidad electroforética, por el FEO, también de acuerdo con el voltaje vy el

tiempo aplicados, la concentracidn de analitos presente y el radio del capilar.
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Por estas caracteristicas, este tipo de inyeccidon es mucho mdas discriminatoria y
mads selectiva que la inyeccidén hidrodindmica y alcanza unos niveles de

sensibilidad mejores.

El volumen inyectado en este caso viene dado por la siguiente expresion:

V=, +V}WEO)””lzt

La canfidad intfroducida de una determinada especie puede ser
controlada variando el voltaje, el tiempo, la concentracion o el didmetro interno
del capilar. Ademds, depende de la movilidad de un determinado ion y de la
movilidad del FEO. Esto quiere decir que este tipo de inyeccidn es selectiva para
aqguellos iones que poseen mayor velocidad electroforética frente a los de
menor velocidad electroforética. Ademds, los iones de movilidad contraria al

FEO sdlo entrardn en el capilar si el valor absoluto de ésta es inferior al del FEO.

Una variacién en la conductividad de la muestra, debido a la
composicidon de su matriz, puede suponer una alteracién en la cantidad
inyectada. Como consecuencia de este fendmeno, la inyecciéon electrocinética

no es tan reproducible como la inyeccién hidrodindmica.

Por Ultimo, se puede decir que, aun con sus limitaciones, este tipo de
inyeccién es simple y sencilla, no requiere una instrumentaciéon adicional vy
presenta ventajas cuando se emplean geles o medios viscosos de separacion,
cuando la inyeccién hidrodindmica no funciona y cuando se quiere discriminar

la inyeccidn de algunos compuestos frente a otros iones (84-86).
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- Concentracién de la muestra en el capilar

El nivel de concentfracién detectable que suele conseguirse en
electroforesis capilar estd en torno a los ug ML, para las determinaciones en
fadrmacos estos limites pueden ser suficientes, pero cuando se tfrabaja con fluidos

bioldgicos interesa detectar cantidades inferiores.

En la prdctica actual se ha intentado suplir este defecto mediante el
empleo de técnicas de preconcentracién previas a las separaciones
electroforéticas, o bien, mediante preconcentraciones “en columna” previas a
una separaciéon por ECZ (87). Aparte de estas técnicas, existen unas propias de la

electroforesis capilar:
a.- Técnicas de inyeccion de amplificacion de campo

b.- Isotacoforesis de transicion en ECZ

a.- Técnicas de inyeccion de amplificacion de campo

Todas ellas se basan en el hecho de que la velocidad de un ion depende
linealmente del campo eléctrico del medio en el que se encuentre. En funcién
de tal hecho se dispone la muestra en un medio de conductividad eléctrica
distinta a la de la disolucidon electrolitica de separacidn. Estas técnicas se pueden

reunir en tres grupos que se describen a continuacion:
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a.l.) Stacking

Parfiendo de la base de que el anadlito se encuentra disuelio en una
matriz que presenta una conductividad menor que el electrolito soporte del
capilar, éste experimentard un aumento en la intensidad del campo eléctrico de
manera local. Como consecuencia, migrard a una velocidad mds alta hasta
que sobrepase la interfase entre la matriz de muestra y el electrolito soporte. En
este momento su velocidad disminuird porque se encuentra en un campo
eléctrico de intensidad mds baja. Por tanto, se puede concluir que el efecto final
es que el analito se focaliza en una zona estrecha en la interfase senalada.
Atendiendo a este fendmeno siempre interesa inyectar la muestra en un medio
con una conductividad lo mds baja posible (figura 1.16). Ademds, si el tipo de
inyeccion es electrocinética y se presenta la situacién descrita, la cantidad de
analito que se inyectard serd mayor que si la muestra posee igual o mayor fuerza

ibnica que el medio de separacién (88).

Formas de Stacking:
<« Hidrodindmica.

Sirve para la concentracidn de aniones y cationes simultdneamente o para la

concentracion de aniones o cationes.
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= Flectrocinética.

Si no existe FEO, la muestra se disuelve en tampdn de baja concentraciéon vy se
selecciona la polaridad adecuada para conseguir la concentracién, bien de

aniones o de cationes. Si existe FEO se pueden hacer dos cosas:

1. Tomar una muestra diluida y aplicar la diferencia de potencial. Los
cationes se concentran bajo polaridad normal con los aniones, se

cambia la polaridad de los electrodos vy la carga del capilar (89).

2. Se inyecta un tampdn de agua antes de la inyeccidon de la muestra y se

procede de forma diferente segin se trabaje con aniones o cationes.

a.2.) Inyeccidén de grandes volumenes de muestra

Aprovechando el fendmeno de la diferencia de campo eléctrico (90)
entre la muestra y el medio de separacion junto con el FEO se pueden inyectar
grandes volimenes de muestra en el interior del capilar para realizar
separaciones en la modalidad de ECZ. En la figura 1.17 se representa este tipo
de inyeccion para analitos aniénicos. La figura 1.17.a representa el momento en
el que se inyecta en el capilar a presion un gran volumen de muestra que tiene
una conductividad menor que la que posee el tampdn de separacidon. En la
figura 1.17.b se recoge el momento en el que se aplica una diferencia de
potencial situando el electrodo positivo en las proximidades del detector. El FEO
va extrayendo el bloque de muestra inyectado produciéndose, ademds, el
fendmeno de focalizacién en la interfase muestra-tampdn de separacién. En la
figura 1.17.c se lleva a cabo la inversidén de la polaridad para llevar a cabo una
separacion zonal. Bajo estas condiciones se estd inyectando una muestra

enriguecida en analitos.
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+ Cation del tampon (¥) Anaiito catiénico
- Anitn del tampoén @ Analito aniénico
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Figura 1.16. Concentracion de la muestra mediante stacking. a) Situacion inicial (se ha
introducido la muestra hidrodindmicamente y se aplica un campo eléctrico); b) Variacion
del campo eléctrico a lo largo del capilar; ¢) Situacion final, cuando se ha conseguido la
concentracion de la muestra.
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Cuando se tengan analitos catidnicos la forma de operar es muy similar,

Unicamente se requiere una sustancia que invierta el sentido del FEO.

Para que esta técnica pueda utilizarse lo mejor es que el equipo de
electroforesis ofrezca la posibilidad de cambiar la polaridad automdaticamente.

Si no es asi, existird la posibilidad de realizar el cambio manual con la debida

precaucion.

presion
a)
° o © © Po
°© A o ® N @D
analil;os disolucion de tampén de
anibnicos muestra separacion
< FEO
b) -° = =6 -
— °l. e e +
oo|® ~ @ @
< FEO
Lo, 0 o @
— eg ® o D +
o © © ) @
FEO | |
<) = >
Sl . ®_P oo o @D
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+ @: @@ @ © ® S ®
I
?
detector

Figura 1.17. Inyeccion de grandes volimenes de una muestra de analitos anionicos
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a.3.) Técnica de inyeccién de amplificaciéon de campo para analitos

neutros

Las dos técnicas que se han descrito anteriormente estdn disehadas para
focalizar analitos que presentan carga. Si nuestra muestra estd formada por
analitos neutros existe la posibiidad de amplificacidon de campo en la
modalidad de cromatrografia electrocinética micelar (ECEM) cuando se utilizan
micelas de tipo anidnico. Esta forma de proceder ha sido descrita recientemente
por Palmer y col. (91). En este caso la muestra de inyeccidon debe tener una
conductividad mucho mayor que el tampdn de separacidn, es decir, lo contrario
a los casos descritos para analitos idnicos. La muestra se infroduce a presion en la
zona del electrodo positivo, cuando se aplica la diferencia de potencial lo que
se focaliza en la interfase muestra-tampdn de separacién son la micelas
anidnicas. Estas van en el sentido del FEO, pero mds lentas que él debido a su
componente electroforético. A su vez, los analitos neutros sélo son impulsados
por el FEO hasta que se encuentran con la zona focalizada de micelas que hace
que, por su reparto en ellas, se concentren en esta zona. Cuando se trabaja en
estas condiciones la separacidén de los andalitos tiene lugar a partir de una

situacién focalizada de los compuestos de interés.

b.- Isotacoforesis de transicion en ECZ

Las técnicas de amplificacion de campo parecen tener como regla
general que la muestra sea lo mds diluida posible en sales, pero esta regla tiene
sU excepciéon. La excepcidn aparece cuando la matriz de muestra tiene un

exceso de un idn que presenta una movilidad electroforética mayor que
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cualquiera de los analitos presentes y el electrolito soporte posee un ion cuya
movilidad es la mds baja de los analitos presentes. En este punto, el ion de la
matriz de muestra de mayor movilidad actia como ion de cabeza y el de mds
baja del electrolito soporte como ién de cola. Como consecuencia se produce
un efecto similar al que sucede en la isotacoforesis capilar (ITFC), es decir, un

enriquecimiento de cada analito en zonas.

El efecto mencionado es fransitorio porque el electrolito soporte es
homogéneo de forma que la zona de mds alta movilidad comenzard a migrar

siguiendo el mecanismo normal de la ECZ.

- Fuente de dalto voltaje

Se utilizan fuentes de corriente continua, capaces de aplicar un voltaje
entre 1y 30 KV con una regulacién de voltaje de + 0.1% para mantener una alta
reproducibilidad del tiempo de migracién. Debe tener la capacidad de cambiar
la polaridad y es preferible que este cambio se haga directamente desde el

software.

Al comienzo de la separacién el voltaje de trabajo debe imponerse a
través de una rampa para no ocasionar calentamientos rdpidos e instantdneos
en el capilar que pueden producir la expansion del tampdn y, como

consecuencia, la pérdida de parte de la muestra inyectada.
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- Capilar

Los capilares que se utilizan en una separacion electroforética han de ser
guimica vy eléctricamente inertes, transparentes a la radiacién UV-Visible,
robustos a la vez que flexibles y baratos. La mayor parte de estos requerimientos
los reUne la silice fundida, por lo que la gran mayoria de los capilares que se
utilizan en EC estdn hechos de silice. Uno de los mayores problemas que presenta
la silice fundida es su baja flexibilidad, por ello los capilares van recubiertos de
una capa de poliamida que protege al capilar y le confiere una gran flexibilidad

(figura 1.18).

S . 250pum i

A\

\Capa de

poliamida
Silice
fundida
15pm 75 pm Interior
del capilar

Figura 1.18. Corte transversal de un capilar
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La ventana de deteccién se consigue hacer faciimente quitando unos
milimetros de la poliamida utilizando una llama o una resistencia eléctrica vy
eliminando restos con etanol o acetona de forma que queda el capilar de la
figura 1.19. El manejo del capilar debe ser cuidadoso pues, a nivel de la ventana

de deteccion, el capilar se vuelve extremadamente fragil.

Luz

L

A Capilar
Silice fundida
Capa de poliamida

Figura 1.19.Ventana de deteccion del capilar

Otro material que se suele utilizar es el tefléon, que es transparente a la
radiacién UV y no requiere de ventanas especiales y aungue no presenta carga
exhibe FEO. Sin embargo, es dificil obtener capilares de teflén con un didmetro
inferno homogéneo. Ademds, presenta problemas de adsorcion similares a los
de silice y coeficientes de transferencia térmica bajos, inconvenientes que han

hecho que su uso sea mds limitado.
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Los capilares de silice que se utilizan en EC suelen tener un didmetro
interno entre 25 y 100 um y un didmetro externo entre 350 a 400 um. La longitud
efectiva suele oscilar entre los 10 cm, para capilares rellenos de gel y los 100 cm
de los capilares que se utilizan para la resolucidon de muestras muy complejas. No
suelen utilizarse capilares mds largos porque hacen que aumente
considerablemente el tiempo de andlisis sin una mejora apreciable de la
eficiencia. En la mayoria de los casos se utilizan capilares de 50 cm vy la longitud
total suele estar comprendida entre 5 y 15 cm mds que la longitud efectiva
(dependiendo del fipo de instrumento utfilizado). Para aumentar la
reproducibilidad de la inyeccidon y evitar que disminuya la eficacia, el corte del

capilar ha de ser limpio (figura 1.20).

Corte Corte
apropiado defectuoso

Capilar

Capa de poliamida

Figura 1.20. Cortes del capilar que resultan apropiados o no para una separacion
electroforética.
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Antes de llevar a cabo la primera separacién con un capilar se ha de
proceder a su acondicionamiento. Este paso tiene por objeto eliminar
compuestos adsorbidos sobre la superficie interna del capilar y generar una
superficie fresca por desprotonacién de los grupos silanol y conseguir un flujo

constante y consistente.

Un proceso tipico de acondicionamiento consiste en pasar a través del
capilar NoOH 1 N, después NaOH 0.1 N y, mds tarde, el tampdn de separacioén.
Ofro proceso puede consistir en tratar con NaOH 0.1 N durante 20 minutos,
rellenar el capilar con el electrolito de separacion y hacer una separacién a
voltaje elevado durante 20-30 minutos. En ofros casos pueden ufilizar &cidos
fuertes, detergentes o disolventes orgdnicos tales como metanol, acetonitrilo,

efc.

Por otra parte, es bien sabido que los componentes del electrolito suelen
ser adsorbidos sobre la superficie, por ejemplo, el fosfato es adsorbido sobre la
superficie y esto supone un tiempo de equilibrio alto, o los surfactantes que
pueden proporcionar cargas permanentes sobre la superficie alterando la carga
de ésta. Por eso se sugiere que, sobre todo cuando un capilar ha sido utilizado
con un tampdn que contiene un surfactante, sélo sea utilizado para este tipo de

tampdn si se quiere una alta reproducibilidad en la separacion.

Una vez acondicionado el capilar, enfre separaciones es suficiente con
un lavado corto realizado con NaOH 0.1 N para recuperar la superficie del

capilar (la misma densidad de carga sobre la superficie del capilar).

Después de su utilizacion, el capilar debe lavarse con agua y secarse con

aire para su posterior almacenaije. Si esto no se readlizase podria suponer la
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cristalizacion del tampdn dentro del capilar con la consecuente obstruccién del

mismo.

* Modificadores de la pared del capilar

La modificacién de la pared del capilar es un método que limita la
adsorcion del soluto, ofrece la posibilidad de controlar el FEO e incluso eliminarlo.

Tales modificaciones suelen hacerse mediante dos aproximaciones o métodos:

1.- Modificaciobn permanente mediante el uso de fases enlazadas
covalentemente o adheridas fisicamente a la pared del capilar. Para ello se
usan determinados aditivos en el tampdn, lo que se ha venido a llamar
desactivacion dindmica. Esta desactivacion dindmica plantea una serie de

problemas que se resumen a continuacion:
x Se ven afectados tanto los solutos como la pared del capilar.
x Se necesita un tiempo para conseguir desactivaciones reproducibles.

x Los andlisis post-columna, tales como la espectrometria de masas y los ensayos
enzimdticos son sensibles a los aditivos sobre todo si se usan en alta

concentracion.

En el primer caso, se suele llevar a cabo la desactivacion via enlace
sloxano, estable entre pH=4 y 7. Cuando la desactivacidn se hace via
enlace Si-C, se obtienen fases estables entre pH=2 y 10. Sin embargo, este tipo de

desactivacién suele ser dificil de preparar. En la actualidad existen en el
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mercado capilares recubiertos de distintos tipos de fases débimente

hidrofébicas hasta fases fuertemente hidrofébicas (tales como la C18).

2.- El segundo caso es el mds simple y facil de realizar y requiere el uso de

diversos surfactantes o polimeros hidrofilicos.

Polimeros hidrofilicos. Del tipo de la alquil celulosa, el alcohol poliviniico o la

poliacilamida.

Surfactantes: anidénicos como el SDS (por interaccion hidrofébica), catidnicos

(BCYA) o no idnicos (Bris) anfolitos o zwiteridnicos (Chaps, TRIS).

- Sistemas de termostatizacion del capilar

La presencia de estos equipos se hace imprescindible para mantener un
control efectivo de la temperatura, puesto que ésta afecta a la viscosidad v,
como consecuencia, a la movilidad de los iones y del FEO, asi como a la
cantidad de muestra inyectada. La reproducibilidad de las medidas fiene una

cierta dependencia del sistema de termostatizacién del capilar.

Existen sistemas de flujo de aire (a una velocidad de unos 10 m/s) o de

liguido. Aunque el sistema por liquido suele ser algo mejor también supone una
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instrumentacion mds complicada y de mayor coste por lo que en muchas
ocasiones se prefiere la termostatizacién por flujo de aire, que se muestra igual
de eficiente siempre y cuando no se superen valores de 5 (W/m) durante la
separacion. La figura 1.21 muestra como afecta el sistema utilizado a la

intensidad de corriente generada.

300 T A
o Refrigeracion liquida
2250 | oRefrigeracion por aire (10 m/s)
= A Sin refrigeracion
=200 :
— A
j
'
=150
3 -
et | A
g
A
50 1 a
&

]
L T T T T T 1
B=sh. 105 =20 2b=i3(

Voltaje (KV)

Figura 1.21. Influencia del sistema de refrigeracion en intensidad de corriente.
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- Sistemas de deteccién

La electroforesis es bastante parecida a la cromatografia liquida en el
hecho de que los solutos se eluyen del sistema por un tubo en forma liquida. Asi,
no es sorprendente que la mayor parte de los detectores utilizados en HPLC lo

sean fambién en EC.

Los principales detectores se basan en la absorcidn UV-Vis, la
fluorescencia, la fluorescencia inducida por I&ser, la espectrometria de masas, la
conductividad, detectores amperométricos, radiométricos y basados en el

indice de refraccioén.

El detector UV es uno de los mds utilizados en EC. Como sabemos, las
absorbancias dependen de la posibilidad de la existencia de grupos cromdforos
en la molécula a la longitud de onda de trabajo, del pH del tampdn de

separacion, de la concentracion y de la longitud de paso éptico:

A=¢-b-c

¢: Absortividad molar b: longitud de paso dptico

c: concentracién

El hecho de que la longitud del paso éptico de la celda en EC sea
aproximadamente el didmetro interno del capilar (el cual es del orden de 50 a
200 pm) limita mucho la sensibilidad de la técnica. Para aumentar la longitud de

paso Optico se pueden utilizar ventanas de deteccion en forma de Z, de burbuja
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(92,93) o bien utilizando una celda de multirreflexién, donde el incremento de
paso optico es proporcional al nimero de reflexiones con las que se pueden
conseguir longitudes de paso Optico de hasta 1 cm (94). También se pueden
utilizar capilares rectangulares, donde la absorbancia puede ser multiplicada por
20. Estos capilares son construidos en cristal de borosilicato, el cual no es
fransparente a longitudes de onda bajas. Se suelen utilizar a longitudes de onda
por encima de 310 nm (visible). Las principales celdas de deteccién para

aumentar la sensibilidad se muestran en la figura 1.22.

Los sistemas mds utilizados son los que se recogen en la tabla 1.2.

— 7

g —

Figura 1.22. Celdas de deteccion que aumentan el paso optico.
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Tabla 1.2. Métodos de deteccion.

Método LD* (M) Ventajas e inconvenientes

Absorciéon UV-Vis 105-108 -Universal

-La bateria de diodos en linea
ofrece informacion espectral

Fluorescencia 107-10° -Sensibilidad

-Requiere, en general,
derivatizacién

Fluorescencia inducida por LASER 1014-101¢  -Muy sensible
-Caro

-Requiere, en general,
derivatizacién

Amperometria 10-10—- 101 -Sensible

-Selectivo, pero suele usarse con
analitos electroactivos

-Requiere modificaciones
electrénicas y en el capilar

Conductividad 107-108 -Universal

-Requiere modificaciones
electrénicas y en el capilar

Espectrometria de masas 108-107 -Alta sensibilidad e informacién
estructural

-Acoplamiento EC-MS complicado

Métodos indirectos 10-100 veces -Universal
menos que un

método directo -Menor sensibilidad que los directos

Otros Radiactividad, indice de refraccidén, dicroismo circular,
Raman...

* LD: Limite de deteccion
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Modalidades de Electroforesis Capilar

Las principales modalidades descritas dentro de la electroforesis son las

gue se enuncian a continuacion.

» Electroforesis capilar en zona (ECZ).

» Cromatografia electrocinética micelar (ECEM).
» Electroforesis capilar en gel (ECG).

» Isoelectroenfoque (IEF).

» Isotacoforesis capilar (ITFC).

» Electrocromatografia capilar (CEC).

En el frabajo experimental que se refleja en esta memoria, se han utilizado

las dos primeras modalidades de la lista anterior, las cuales pasamos a comentar.

- Electroforesis capilar en zona

La ECZ es uno de los modos mds ampliamente usados debido a la

simplicidad de operacién y a su gran versatilidad. Su nombre puede conducir a
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errores debido a que también la ECEM y la ECG son modos zonales, por lo que a

veces se le denomina también EC en disolucidn libre.

Para llevar a cabo una separacién por EC el modo normal de proceder

es el siguiente:

1.- Se infroduce el lado anddico del capilar en un vial que contiene el
tampdn de separacion y el lado catddico en un vial vacio y se aplica una
presion en el lado anddico o se succiona en el lado catddico para conseguir

que el capilar se rellene uniformemente con el tampdn.

2.- Se sumerge el lado anddico del capilar en un vial que contiene la
muestra y el lado catddico en un vial que contiene el tampdn y de forma
electrocinética o hidrodindmica se procede a la inyeccién de la muestra

utilizando uno de los procedimientos anteriormente explicados.

3.- Se sumergen ambos extremos del capilar en los viales que contienen
tampdn y comienza la separacién aplicando una diferencia de potencial (1-30
kV) entre dnodo y cdtodo. Esta diferencia de potencial debe aplicarse en forma
de rampa para evitar la aparicion de temperaturas localmente elevadas que
provocarian la dilatacién del tampdn y de la muestra y cuya consecuencia seria

una pérdida de la muestra.

Una vez aplicada la diferencia de potencial, los cationes migrardn hacia
el cdatodo separdndose en distintas zonas dependiendo de su velocidad
electroforética vy, si existe FEO, los aniones en la mayor parte de los casos serdn
empujados por éste hacia el detector (hacia el cdtodo) separdndose también
en distintas zonas dependiendo de sus velocidades electroforéticas. Asi, con esta

técnica se pueden separar simultdneamente mezclas de aniones y cationes,
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mientras que los compuestos neutros se mueven a la misma velocidad eluyendo

todos con el FEO.

Puesto que los cationes migran en la misma direccion que el FEO, se
verdn impulsados por el mismo saliendo mds rdpidamente del capilar. A igual
carga, los primeros en salir serdn los mds pequenos vy, a igual tamano, los que
posean mayor carga. Los aniones, por su tendencia a migrar en sentido contrario
al FEQ, salen a tiempos mds elevados que éste, siendo los primeros aquellos que,
aigual carga, presentan mayor famano y que, a igual tamano, presentan menor

carga.

Hay que resaltar que en algunas ocasiones el FEO puede invertirse

mediante la adicidén de aditivos haciendo que vaya desde el cadtodo al dnodo.

Las principales aplicaciones de la ECZ son para la separacion de péptidos

y proteinas, pero también de moléculas mds pequenas (84-86,95).

- Cromatografia electrocinética micelar

Este método combina el mecanismo de separacién de la cromatografia
con el movimiento electroforético y electroosmético de los analitos y de la
disolucién. El desarrollo de la ECEM fue un gran avance en la EC puesto que
proporciona un método para la separacion de compuestos neutros asi como de
compuestos cargados (idnicos). Fue introducida por Terabe y colaboradores (96-

98) en 1984 y desde entonces es uno de los métodos mds utilizados en la EC.
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Se basa en la adicién de tensioactivos sobre el electrolito de separacion.
Un agente micelar o surfactante (tensoactivo) es aquel que anadido en
concentraciones superiores a un valor caracteristico denominado concentracién
micelar critica (c.m.c.) forma unos agregados anfifilicos denominados micelas.
La formacién de la micela por agregacion de los mondmeros se debe a que
éstos poseen una estructura de tipo R-X, donde R es una cadena
hidrocarbonada, frecuentemente lineal, de 8 a 18 &tomos de carbono que
forma la cola hidrofédbica y X es un grupo polar o idnico denominado cabeza.
La unidn cabeza-cola hace que la micela posea tantos grupos polares como
apolares y forma agregados que se encuentran en un equilibrio dindmico con

los mondmeros que conforman la micela.

Dependiendo de la naturaleza del grupo de cabeza polar, los agentes
micelares se pueden clasificar en: catidnicos, anidnicos, no idnicos y anfoteros.
Los principales surfactantes pertenecientes a cada grupo se recogen en la tabla
1.3. Ademds, segin el tipo de surfactante, las micelas se formardn con un
numero diferente de moléculas de agente micelar, esto se conoce como

numero de agregacion (NA).
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Tabla 1.3.-Principales surfactantes

SURFACTANTES c.m.c. (mM) NA
Anidnicos
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 8.27 62
Colato sédico 14 2-4
Desoxicolato 5 4-10
Catiénicos
Cloruro de cetiltrimetilamonio 1
Cloruro de dodecil amonio 15 55
Anféteros
CHAPSM 8 10
No ionicos
Tritén X-100 0.24 140
n-decil-B-D-glucopiranosa 2.2

(1) CHAPS: 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato

Otro tipo menos comUn de agentes micelares son aquellos en los que, a

una Unica cabeza polar, se unen dos colas hidrocarbonadas. Esto puede

conferirles propiedades especiales.

La caracteristica principal de los agentes micelares es su capacidad de

autoasociacion, tanto en disolucidn acuosa como en medios apolares,

formando grandes agregados de estructura definida. El tipo de agregado que

se forma depende tanto de la estructura del agente micelar como del medio
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dispersante. Una micela es aproximadamente esférica a bajas concentraciones
de agente micelar y elipsoidal a altas concentraciones o en presencia de

electrolitos (99).

En disolucién acuosa, los grupos polares de la micela estdn orientados
hacia la fase acuosa y en contacto con ella, mientras que las colas estdn
dirigidas hacia el interior de la micela formando un nicleo no polar o hidréfobo
(figura 1.23). La micela es el resultado de dos fuerzas principales: las repulsiones
entre las cadenas hidrocarbonadas y el medio acuoso vy las atracciones de Van
der Waals entre dichas cadenas. En la formacién de la micela, ademds, existen
otfras dos interacciones secundarias: las repulsiones entre los grupos cabeza
(cuando éstos son ibnicos) y el efecto positivo de los contraiones del agente
micelar que disminuye dichas repulsiones. Por tanto, los factores que determinan
el valor de la c.m.c. de un agente micelar son: el NA, el tamano y la estructura
del grupo cabeza, la naturaleza del contraién, la presencia de electrolitos y de
otras sustancias anfifilicas, etc ademds de la temperatura, ya que todos estos
factores influyen sobre alguna o varias de la interacciones que se acaban de

comentar.
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Figura 1.23. Estructuras de micelas anionicas y cationicas

Sin lugar a dudas, la propiedad mds importante de la micelas es su poder
solubilizante sobre hidrocarburos, reactivos neutros, etc, es decir, sobre especies
poco solubles o insolubles en fase acuosa. El proceso de solubilizacidn micelar es
un proceso dindmico donde el soluto estd en equilibrio entre la micela vy la fase
acuosa (100). Una solubilizacién adecuada implica que el soluto se localice,
estadisticamente, la mayor parte del tiempo en el interior o en la superficie
micelar (101). Surge de esta forma el concepto de tiempos medios de residencia
del soluto en la micela. Dependiendo de las posibles intferacciones
electrostdticas o hidréfobas de un soluto con las micelas, pueden existir distintos
lugares preferentes de solubilizacidon (102). Asi, un soluto poco polar se situard
preferentemente en las proximidades del nicleo micelar en tanto que un soluto

anfiflico estard colocado en las cercanias de la superficie, y un soluto idnico,
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cuya carga sea contraria a la de los grupos cabeza del agente micelar, se fijard

preferentemente sobre la superficie micelar.

Una segunda propiedad importante de los medios micelares es su
capacidad para concentrar o separar reactivos. La solubilizacién selectiva de
reactivos en la micela los acerca respecto a su situacion en la disolucidn acuosa

y se ven favorecidas reacciones que en fase acuosa eran lentas.

La fercera propiedad de las micelas es su capacidad para alterar el
microentorno del soluto que se ha solubilizado. Se producen cambios
sustanciales de la fase acuosa al interior de la micela en propiedades tales como
la acidez, la viscosidad, la constante dieléctrica o la polaridad. La consecuencia
inmediata son los cambios en los equilibrios, en las propiedades espectrales y en

la reactividad del soluto solubilizado (103).

En lo que se refiere al uso de estos agentes micelares en la ECEM deben

cumplir una serie de requisitos esenciales:
2 Ser suficientemente solubles en el tampdn como para formar micelas.
& La solucién micelar debe ser homogénea y transparente al ultravioleta.
® La solucién micelar debe tener baja viscosidad.

La separacidn depende del reparto del soluto entre las micelas y el
tampdn de separacion (figura 1.24). En la ECEM, se anade al tampdn de
separacion un surfactante por encima de su concentracién micelar critica
dando lugar a la formacién de micelas en el tampdn de separacién. Se originan
asi dos fases, una acuosa y ofra micelar (pues las micelas suelen presentar

carga).

124



Introduccion

Figura 1.24.Esquema de separacion en ECEM con micelas anionicas

Si inyectamos una muestra formada Unicamente por compuestos
eléctricamente neutros en un sistema constituido por un surfactante que forme
micelas aniénicas y donde la movilidad electroforética de las micelas es superior
a la del FEO, éstas serdn atraidas hacia el dnodo al aplicar el campo eléctrico,
pero el FEO las impulsard hacia el cdtodo. Los compuestos hidrofilicos
permanecerdn en el tampdn y no entrardn en la cavidad hidrofébica de la
micela, por lo tanto migrardn a la misma velocidad que el FEO. Las moléculas
muy hidrofébicas entrardn en las micelas y no tendrdn ninguna tendencia a salir

de ellas por lo que su tiempo de migracion coincidird con el de las micelas (tmc).

Las moléculas que son parcialmente solubles en las micelas se distribuirdn
entre éstas y el tampdn estableciéndose un equilibrio entre ambas fases segin
una constante de reparto. Estas saldrdn en un tiempo comprendido entre el

tiempo del FEO y el tiempo micelar y que vendrd determinado por su
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hidrofobicidad, es decir, el fiempo que estos permanecen en la micela. Este
fendmeno se representa en la figura 1.25. A la diferencia entre el tiempo al que

salen las micelas y al que sale el flujo se conoce como ventana de retencion.

U

Solutos altamente Solutos altamente
hidrofilicos hidrofébicos

Tiempo de migracion

Figura 1.25. Electroferograma de analitos separados mediante la ECEM

Para determinar el tiempo micelar, normalmente, se utiliza una sustancia
altamente hidréfoba como el Suddn lll, Suddn IV y también el amarillo OB. Para
determinar el tiempo del FEO se suele utilizar una sustancia hidréfila que no se

infroduce en la micela como es el metanol.
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La resolucion en ECEM entre dos picos adyacentes puede ser expresada

en funcidén de la eficiencia, selectividad y retencién como:

l_tFEO
V27,
RN (a lj K, -
y 4 a 1+K2 1+tFE0 K1

mc

Donde N es la eficiencia expresada como el nUmero de platos tedricos, a es la
selectividad (K'2/K'1) vy los subindices 1 y 2 son los referentes al primer y al

segundo soluto.

Segun Foley, el factor de capacidad éptimo para obtener la mdxima
resolucidn por unidad de tiempo, viene dado por un valor comprendido entre
1.2y 2.

Ademds de la concentracién del tampdn, un gran nimero de efectos
tienen influencia sobre la separacién en ECEM, como son la naturaleza del
surfactante, la temperatura del tampdn y la utilizacidon de aditivos como los
modificadores orgdnicos. La naturaleza del detergente puede afectar o la
resolucion ya que ésta influye sobre K', a y la relacidon treo/tme. Ademds la
resolucion puede verse influida por la adicion de modificadores orgdnicos al

tampon.

Hasta ahora se ha comentado Unicamente la posibilidad de separar
compuestos neutros, pero con esta modalidad de EC se pueden separar
compuestos cargados. Esta caracteristica se ha aprovechado sobre todo para
separar compuestos con idénticas movilidades electroforéticas y que no pueden

ser separados por ECZ.
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Normalmente una muestra puede contener analitos cargados y neutros,
asi, cuando se procede a su separacion por ECEM, los neutros se separardn en
funcién de su distribucidon entre el tampdn y la micela y los que presentan carga,
en funcién de sus movilidades o en funcién de sus interacciones con las micelas

dependiendo de su carga y de la carga de las micelas.

Por tanto, si se utiliza un surfactante anidnico los aniones no interaccionan
fuertemente con las micelas y se separan en funcién de sus movilidades como es
el caso de la ECZ. Algunos autores han sugerido que incluso pueden solubilizarse
ciertos aniones en las micelas. Para los cationes hay que decir que serdn atraidos
por las micelas cargadas negativamente e interaccionardn fuertemente con
ellas. Asi, éstos se separardn en funcién de sus respectivas movilidades, de sus
interacciones idnicas con las micelas y en funcion de la posible solubilizacién del
soluto dentro de la micela. Como consecuencia de esta solubilizacion los

tiempos de migracidén sufren ligeros aumentos.

La temperatura tiene un efecto importante en la separacion en ECEM

debido a varios aspectos que se enumeran a continuacion:

® Porque las micelas sélo se forman cuando se sobrepasa una
temperatura micelar critica denominada punto de Kraft, independientemente

de la concentracion del surfactante.

* La temperatura influye en el coeficiente de particion del soluto. Un

aumento de temperatura provoca una disminucion del coeficiente de particion.

= Influye sobre el factor de capacidad K' y en la eficiencia observdndose

una disminucioén en estos factores con el aumento de la temperatura (104).

= Disminuye el tiempo de andlisis y, normalmente, disminuye la resolucién.
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Optimizacion de la precision de las medidas en Electroforesis Capilar

El control de ciertos pardmetros es fundamental en EC para asegurar una
buena repetitividad y reproducibilidad de las medidas tanto a nivel de tiempos
de migracién como de dreas de pico corregidas (APC) que se utilizan para la

cuantificacion de los analitos.

El tiempo de migracion de un compuesto ya ha sido definido como el

tiempo que transcurre entre la inyeccion de dicho compuesto y su deteccion.

El drea de pico es proporcional a la concentracién, pero depende
igualmente de la velocidad a la que se desplace el compuesto denfro del
capilar. El fiempo que tarda el soluto en atravesar el detector varia con su
movilidad, los solutos con baja movilidad dardn dreas mds grandes, por lo que se
hace casi indispensable corregir esa drea en funcién del tiempo de migracién
habldndose entonces de APC (105):

Area

APC =

Los principales factores que deben someterse a control son:

= Acondicionamiento del capilar: Antes de realizar cualquier separacién es
necesario, como ya se ha comentado, activar el capilar mediante una serie de

lavados y una separacién. Una vez activado se puede comenzar a utilizar para
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realizar las separaciones deseadas. Para evitar diferencias entre separacion vy

separacion serd necesario restablecer la superficie del capilar con NaOH.

= Concentracion adecuada de la muestra: La inyeccidn de una muestra en
concentraciéon adecuada es esencial para obtener una buena repetitividad a

nivel de dreas de pico, ya que disminuirdn los errores de integracion.

= Mantenimiento del pH durante las separaciones: La aplicacidon de un
potencial se traduce en una electrolisis de las disoluciones situadas en dnodo vy
cdtodo. El resultado es una acidificacién y una alcalinizacion progresivas de
dichas disoluciones tampdn que afectard a los tiempos de migracion y a la
selectividad. El nUmero de separaciones que podrdn soportar los electrolitos
vendrd determinado por la capacidad tamponadora y las condiciones de

operacién (voltaje aplicado y duracién de la separacioéon).

= Regulacion de la temperatura del capilar: Una variacion en la temperatura se
ha relacionado con una variacién en la viscosidad del electrolito, como
consecuencia de ello se ven afectados los voluUmenes de muestra inyectados y
las movilidades de los compuestos. La regulacién de la temperatura debe ser tan
eficaz como para permitir que en todos los puntos del capilar se obtenga una

temperatura idéntica y constante.

= Tiempo de inyeccion: El volumen inyectado cuando se recurre a la inyeccién
hidrodindmica es funcién de la presidon aplicada y del tiempo de inyeccién. Un
tiempo de inyeccidon superior a 2 s asegura una buena repetitividad de los

volumenes inyectados.

= Nivel de electrolito en los viales de separacién: Es prdcticamente

imprescindible que los viales que contfienen electrolito y que se van a utilizar para
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separar tengan el mismo volumen, es decir, que estén a un mismo nivel, para
evitar un fendbmeno de sifonaje. Si se van a realizar muchas separaciones habrd

que reemplazar los viales para evitar esas diferencias de nivel.

= Gradiente de potencial: El modo en que se aplique el potencial debe ser
gradual y progresivo para evitar un calentamiento del medio que conducird a la
expansidon del liquido y a la pérdida de una parte del volumen de la muestra

inyectada que fluiria hacia el exterior del capilar.

Aplicaciones de /a Electroforesis Capilar

La EC es una técnica de separacidn que cada dia cobra mds
importancia a nivel de andlisis de rutina. Esto es debido a su amplio rango de
aplicacion que incluye los dmbitos farmacéutico, clinico, forense, ambiental, de
andlisis de los alimentos, etc. Se pueden encontrar desde separaciones de iones
metdlicos en muestras acuosas, de aminas en vinos, compuestos acidicos en
alimentos, aniones en residuos de explosivos, fdrmacos en fluidos bioldgicos,
proteinas y péptidos en muestras bioguimicas, etc. A continuacién, en la tabla
1.4 se resumen algunas de las principales aplicaciones de las distintas
modalidades de EC y el tipo de muestras donde se ha aplicado dicha

separacion.
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Tabla 1.4. Principales aplicaciones de la EC

Modalidad Analitos Muestras
lones metdlicos, moléculas Aguas, fluidos bioldgicos,
orgdnicas pequenas, aminas, jugos, vinos, champu,
ECZ dcidos, carbohidratos, proteinas, |productos de
péptidos, aminodcidos, dcidos degradacién, etc. (106-
nucleicos, efc. 111)
Farmacos, antibidticos, péptidos,
drogas ilicitas, compuestos Productos farmacéuticos,
ECEM derivados del benceno, fluidos biolégicos, aguas,

flavonoides, dcidos nucleicos,
aminodcidos derivatizados,

hormonas, vitaminas, etc.

productos naturales, etc.
(112-123)
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1.3.B. Técnicas Electroquimicas

Las técnicas electroanaliticas se basan en reacciones electroquimicas.
Una reaccion electroquimica es una reaccién redox en la que el intercambio de

electrones tiene lugar en un electrodo.

Las técnicas electroguimicas de andlisis, o técnicas electroanaliticas, son,
en general, menos utilizadas que las espectroscédpicas o cromatogrdficas.
Posiblemente, una de las causas radique en el poco conocimiento que se tiene
de esta rama de la Ciencia pues, aungue la teoria de la Electroguimica no es
mds compleja ni abstracta que la de la Espectroquimica, sin embargo, es mucho
menos conocida. Otra causa por la que las técnicas electroanaliticas no se
utilizan muy extensamente en la prdctica analitica ordinaria es que, por su propia
naturaleza, ofrecen menos posibilidades de automatizacidén que otras técnicas

analificas.

Frente a los inconvenientes mencionados, las técnicas electroanaliticas

ofrecen importantes ventajas, entre los que cabe citar:

* Mayor especificidad para un determinado estado de oxidaciéon. Por
ejemplo, por técnicas electroquimicas puede determinarse la cantidad de Fe2+y
la de Fe3* presentes en una mezcla de ambas especies, mientras que muchas

técnicas espectroquimicas proporcionan Unicamente la cantidad total de hierro.

* Muchas técnicas electroanaliticas proporcionan informacién sobre la
actividad de una determinada especie, en lugar de hacerlo sobre la

concentracion, lo cual puede ser interesante en ciertas ocasiones.
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* | ainstrumentacién es, en general, relativamente barata.

Clasificacion de /as técnicas electroanaliticas

Las aplicaciones electroquimicas al andlisis tienen su fundamento en la
evolucién de la intensidad, potencial, tiempo y resistencia a medida que
transcurren las reacciones, representada dicha evolucidén generalmente por las
curvas intensidad-potencial. En las distintas técnicas se utilizan las curvas
completas, partes de las curvas, o simplemente puntos, siendo la intensidad la

variable cuantitativa y el potencial la cualitativa.

El desarrollo tecnolégico experimentado en los Ultimos tiempos ha
permitido que el nUmero de propiedades electroquimicas utilizadas en andlisis
haya crecido considerablemente, lo cual se fraduce en un nUmero muy elevado
de técnicas electroquimicas. Debido a ello, es dificil establecer una clasificaciéon
convincente. Una clasificacion es la que se redliza en la tabla 1.5, en la que se
hace distincién entre las técnicas en que no se produce transferencia
electrénica neta, y en las que, efectivamente, tiene lugar una reaccién

electrédica.

Las técnicas sin transferencia electronica neta pueden considerarse
estrictamente fisicas. El movimiento de cargas se produce fundamentalmente

por migracion, o mediante fendmenos de polarizacion dieléctrica. Se basan en
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medidas de conductividades de disoluciones de electrolitos usando corriente

alterna.

Tabla 1.5. Clasificacion de las técnicas electroquimicas

I. Técnicas sin transferencia electrénica neta (transporte de carga por migracién y
polarizacién dieléctrica)

Conductimetria
Valoraciones conductimétricas

Oscilometria

Il. Técnicas con transferencia electrénica neta

Variable Métodos

Potenciometria directa
Potencial Valoraciones potenciométricas

Valoraciones cronopotenciométricas

Amperometria
Intensidad Valoraciones amperométricas

Cronoamperometria

Voltamperometria

Infensidad y Potencial Polarografia

Voltamperometria de redisolucion

Columbimetria
Cantidad de electricidad Valoraciones culombimétricas

Electrogravimetria
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Pero en esta seccidn nos centraremos en polarografia y las técnicas

voltamperométricas que se comentaran a continuacion.

POLAROGRAFIA

La determinacién de la concentracion de analito por medida de la
intensidad de la corriente de electrdlisis utilizando electrodos sélidos, como por
ejemplo, platino, presenta toda una serie de dificultades asociadas con la no
reproducibilidad de las respuestas del electrodo por depdsitos producidos sobre
su superficie y otros factores. La solucidn a muchos de estos problemas se
consigue utilizando como indicador un electrodo de gotas de mercurio (DME),
infroducido por Heyrovsky en 1922 y que dio origen a la técnica conocida como

polarografia (124).

Durante los 15-20 anos que siguieron a su descubrimiento se llevaron a
cabo todo un conjunto de estudios relacionados con la teoria, metodologia y
desarrollo de la instrumentacion, lo que determind que la polarografia llegara a
ser una de las técnicas mds usadas en Quimica Andlitica. Después de esta
expansién inicial, por el advenimiento de las técnicas espectroscdpicas de
llama, la polarografia clésica quedd relegada a un segundo plano en cuanto al
andlisis rutinario, pasando a convertirse en una herramienta para estudios

bdsicos, procesos de corrosidén, mecanismos y cinética electroquimica.
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En época relativamente reciente, el perfeccionamiento de la
instrumentacion y la intfroduccién de modernas variantes de los métodos
polarogrdficos cldsicos han proporcionado un nuevo impulso a esta técnica, de
forma que en la actualidad se utiliza extensamente para la determinacion de las
mas variadas especies orgdnicas e inorgdnicas, a niveles de partes por billén y
en dreas tales como andlisis toxicoldgico y ambiental, Bioquimica, Farmacia,

Geologia y para andlisis rutinario de control de calidad.

El Polarograma

La curva intensidad-potencial obtenida con un electrodo de frabajo de
gotas de mercurio se denomina polarograma. Esta curva presenta una forma
caracteristica (ver figura 1.26), con una meseta o limite superior de corriente. A la
corriente limite se le denomina corriente de difusion, i4, que es proporcional a la
concentracion de sustancia en disolucién, y al potencial correspondiente a la
mitad de esta corriente, potencial de semionda, E;, que es caracteristico de

cada sustancia.

137



Capitulo 1

12

Figura 1.26. Polarograma

La relacién entre el potencial, E, en cada punto de la onda polarogrdfica
y el correspondiente valor de la corriente, i, viene dada por la ecuacion

fundamental de la polarografia:

La relacién entre la concentracidon de la especie electroactiva vy la

corriente de difusién viene dada por la ecuacién de llkovic:
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i =708nD"2m 7 t/oC

donde n representa el nUmero de electrones que intervienen en la reaccién
electrédica; D es el coeficiente de difusion (cm2/s); m, el flujo de mercurio (mg/s);
t, el tiempo de goteo (segundos), y C, la concentracion (mM); la corriente viene

dada en microamperios.

Factores que influyen sobre la intensidad de difusion

En la ecuacion de llkovic se pone de manifiesto la intervencién de dos
clases de factores sobre la intensidad de difusion: los relativos a la disolucion,

comon,DyC,ylosrelacionados con el electrodo, comom y f.

v’ Concentracion

Si las caracteristicas del electrodo permanecen invariables, asi como la
naturaleza de la disolucién, ia es proporcional a C, siendo esta relacion la base

de la aplicacion cuantitativa de la polarografia.

i, =kC

Esta relacién es lineal para concentraciones comprendidas

aproximadamente entre 10°% y 103 M. Para concentraciones menores de 105 M,
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la corriente capacitiva puede ser del mismo orden de magnitud, o incluso
superior, a la corriente de electrdlisis. Mientras que para concentraciones
mayores de 103 M, la densidad de la disolucidn puede modificarse en las

proximidades del electrodo, lo que provocaria movimientos de conveccion.

Ademds de las mencionadas, puede haber otras causas para la no

linealidad entre ia y C, entre las que pueden citarse:
a) Causas aparentes:
e Presencia de impurezas.

e Adsorcion de la especie electroactiva por el propio recipiente,

sobre todo cuando se frabaja con concentraciones bajas.

e Descomposicidn de la especie electroactiva por reaccidén con

algun constituyente de la capa de difusion.

e Evaporacioén del disolvente durante el proceso de eliminacién del

oxigeno disuelto.

b) Causas reales, debidas a procesos no controlados por difusion, tales

comao:

* Procesos cataliticos, cinéticos y de adsorcién.

v Caracteristicas del electrodo

2 ]
Debido a que iq es proporcional a mét£, un conocimiento de las variables

gue influyen sobre m y t es importante en polarografia.
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El flujo de mercurio, m, y el fiempo de goteo, t, dependen de las dimensiones
del capilar y de la presion del mercurio debida a la diferencia de niveles entre el

depdsito y el extremo del capilar.

Caracteristicas del electrodo de gotas de mercurio

El electrodo de gotas de mercurio consiste en un capilar de vidrio (de
0.06-0.08 mm de di&dmetro interno y entre 10 y 15 cm de longitud) conectado
mediante un tubo de teflébn a un depdsito que contiene mercurio. Las gotas de
mercurio formadas en el extremo del capilar caen a velocidad constante,

actuando cada gota de electrodo indicador.

La utilizacién de este electrodo presenta ventajas e inconvenientes, que

se relacionan seguidamente:
Las principales ventajas del electrodo de gotas de mercurio son:

v Las curvas intensidad-potencial obtenidas en DME son muy reproducibles, ya
gue el drea del electrodo se renueva continuamente (con lo que no hay riesgo
de contaminacion) y se puede controlar perfectamente regulando la altura del
depdsito de mercurio. Como es un movimiento periddico, cualquier perturbacion

es momentdnea: puede producirse en una gota, pero no en la siguiente.

v' EL DME presenta una elevada sobretension para la reduccién de los iones H-,
lo cual amplia considerablemente el campo para efectuar reducciones en

medio dcido. Asi, mientras que sobre platino, los iones H* se reducen
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aproximadamente a un potfencial de 0 v, sobre mercurio puede llegarse hasta
potenciales inferiores a —1.1 v. Esto posibilita la reduccién de una gran cantidad
de especies en medio dcido, cosa que no seria posible con un electrodo de

platino.

v La cantidad de sustancia electrolizada es muy pequena, ya que el drea de la

gota vy las corrientes de electrdlisis también lo son.
En cuanto a los inconvenientes, cabe citar:

x La oxidacién del mercurio tiene lugar a potenciales ligeramente

superiores a 0 v, lo cual limita el uso del electrodo como dnodo.

x La presencia de una corriente residual capacitiva puede ser mayor que la
propia corriente de electrdlisis para concentraciones de analito de,
aproximadamente, 105 M. Este es el factor limitante de la sensibilidad de los

métodos polarogrdficos cldsicos.

x Una dificultad inherente al andlisis es la interferencia del oxigeno disuelto,

debido a que produce dos ondas de reduccidn correspondientes a los procesos:
O2(g)+2H*"+2e —>»  HO2 (E~-0.1v)
HoO2+ 2 H*+ 2 e ———» 2H0 (E~-0.9 V)

Por este motivo es necesario eliminar el oxigeno disuelto cuando se van a
efectuar reducciones en ese margen de potfenciales. La forma usual de eliminar
el oxigeno disuelto es burbujear nitrdbgeno durante unos minutos a través de la

disolucion que contiene el analito.

142



Introduccién

TECNICAS POLAROGRAFICAS

En esta seccién llevaremos a cabo un resumen de las caracteristicas

principales de la técnica utilizada en esta Memoria:

Polarografia diferencial de pulso (DPP)

Las limitaciones que plantea la polarografia clésica en la deteminacion
de trazas, en concentraciones del orden de 10° -10¢ M, debido a la gran
componente de la corriente de carga, que enmascara e imposibilita la medida
de la corriente faradaica, necesaria para la determinacién exacta de la
concentracion de la especie electroactiva, fueron superadas con la aparicién
de esta moderna técnica polarogrdfica que surge por primera vez en el ano
1960, siendo infroducida por Barker (125,126) y posteriormente perfeccionada

por otros autores (127-129).
Las bases primordiales de esta técnica son:

= E| potencial de base aplicado a cada gota no es constante y se modifica en

la siguiente, en un incremento constante o pulso de potencial aplicado.
= | g altura de pulso permanece constante respecto al potencial base.

= Para cada gota se readlizan dos medidas de intensidad, una antes de la

aplicaciéon del pulso y la otra un momento antes de la caida de la gota, siendo
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por tanto la intensidad resultante la diferencia entre la segunda medida y la

primera, de ahi el nombre de la técnica.

= El tiempo de aplicacién del pulso es del orden de 50 milisegundos y se aplica
al final de la vida de cada gota, que tiene un tiempo de vida del orden de 0.5 a

4 segundos.

La respuesta polarogrdfica de esta técnica es un pico, la razén de esta
fisonomia, distinta a la de la onda clésica, es explicable desde un punto de vista

cualitativo.

Al principio de la experiencia, cuando el potencial base es mds positivo
que el potencial de semionda de la especie involucrada en el proceso
catédico, no existe paso de corriente faradaica como respuesta a la aplicacién
del potencial anterior al impulso y cuando en los Ultimos momentos de la vida de
la gota se aplica el impulso, éste suele ser demasiado pequeno para estimular el
proceso faradaico, por ello la Unica respuesta es una pequena corriente que,
ademds de ser pequena, se ve minimizada por ser la diferencia de dos valores

muy préoximos.

Cuando el potencial base, o potencial aplicado en el tiempo de espera,
es tal que se produce ya una reduccion aunque sed a una velocidad inferior a la
madxima, la aplicacion del impulso magnifica la corriente faradaica. En estas
zonas de potencial es donde mejor responde la técnica, ya que es donde
pequenas diferencias de potencial pueden provocar mayores diferencias entre

las corrientes faradaicas que fluyen antes y después de la aplicacion del impulso.

Una vez sobrepasado el potencial de semionda y como ya el potencial

base cae dentro de la zona controlada por difusidon, la especie electroactiva se
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reduce durante el periodo previo a la aplicacidon del impulso con la mayor
velocidad posible, con lo que la aplicacion de dicho impulso no puede
aumentar la velocidad y de ahi que la diferencia medida entre la intensidades
sea siempre pequena, aungue significativamente mayor que en la primera de

las zonas consideradas.

Aungue existen algunos factores reales que apartan esta técnica de la
idealidad del tfratamiento indicado, ésta es cualitativamente la causa de que los
polarogramas en DPP sea siempre curvas en forma de pico no totalmente

simétricas (ver figura 1.27).

Para la utilizacidén de esta técnica es necesario que exista sincronizacién
entre el tiempo de goteo del electrodo de gotas de mercurio y la frecuencia de
los impulsos aplicados. Esta se adquiere mediante un dispositivo de “sincronismo
forzado”, consistente en un pequeno “martillo” que golpea el capilar,
provocando la caida de la gota. La frecuencia del golpeo (y, en consecuencia,
el tiempo de goteo) puede controlarse electronicamente y sincronizarse con la

aplicacion de los impulsos de corriente y la medida de las intensidades.
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Figura 1.27. Principios de la polarografia diferencial de pulso.
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TECNICAS VOLTAMPEROMETRICAS

Las técnicas voltamperométricas incluyen un conjunto de técnicas
electroanaliticos en los que la informacidn sobre el analito se obtiene a partir de
medidas de la intensidad de corriente en funcidén del potencial aplicado al
electrodo indicador o de trabajo. Las medidas voltamperométricas implican un
consumo minimo de especie electroactiva (tiene lugar una microelectrdlisis) a

diferencia de oftros tipos de técnicas electroquimicas.

Histéricamente, la voltamperometria se desarrolld a partir de la
polarografia, que es un tipo particular de voltamperometria. La polarografia, que
todavia es una rama importante de la voltamperometria, difiere de los otros tipos
de voltamperometrias en que el eletrodo de trabajo es un electrodo de gotas de

mercurio (dropping mercury electrode, DME).

La voltamperometria es utiizada ampliomente por los quimicos
inorgdnicos, los quimico-fisicos y los biogquimicos con objetivos no analiticos que
incluyen estudios fundamentales de procesos de oxidacion y reduccidon en
diversos medios, procesos de adsorcidn sobre superficies y mecanismos de
transferencia de electrones en superficies de electrodos quimicamente
modificados. Hace algunos anos, la voltamperometria (en particular la
polarografia cldsica) fue utilizada con frecuencia por los quimicos para la
determinacion de iones inorgdnicos y ciertas especies orgdnicas en disoluciones
acuosas. A finales de los anos cincuenta y principio de los anos sesenta, sin
embargo, estas aplicaciones andaliticas fueron ampliamente sustituidas por

diversos métodos espectroscodpicos y la voltamperometria dejd de ser importante
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en andlisis excepto para ciertas aplicaciones especiales, tales como la

determinacion de oxigeno molecular en disoluciones.

A mediados de los anos sesenta, se desarrollaron varias modificaciones
importantes de las técnicas voltamperométricas cldsicas para exaltar
significativamente la sensibilidad vy la selectividad del método. Al mismo tiempo,
el advenimiento del bajo coste de los amplificadores operacionales hizo posible
el desarrollo comercial de instrumentos relativamente baratos que incorporaban
muchas de estas modificaciones y los hacian asequibles a todos los quimicos. El
resultado ha sido el reciente resurgimiento del interés en la aplicacion de los
métodos voltamperométricos para determinacion de una multitud de especies,
en particular de aquellas de interés farmacoldgico (130). La voltamperometria
moderna continda siendo también una herramienta Util para algunos quimicos
interesados en estudios de reacciones de oxidacion y reduccién al igual que de

procesos de adsorcién.

Sistema voltamperométrico
El esquema seria el siguiente:
~ Una fuente de senal.
~ Un generador de barrido lineal de potencial.

~ Un circuito de control potenciostdtico.
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~ Una celda, la cual consta de tres electrodos sumergidos en una disolucién

que contiene al analito.

= Uno de los tres electrodos es el microelectrodo o electrodo de tfrabagjo,
cuyo potencial varia linealmente con el tiempo. Sus dimensiones son de

tfamano reducido con el objeto de exaltar su fendencia a ser polarizado.

= Un segundo electrodo, es un electrodo de referencia cuyo potencial

permanece constante durante la medida.

& El tercer electrodo es un electrodo auxiliar o contraelectrodo, que
normalmente es una espiral de hilo de platino. Sirve simplemente para
conducir la electricidad desde la fuente a través de la disolucién al

microelectrodo.

Microelectrodos

Los microelectrodos utilizados en voltamperometria tienen una variedad

de configuraciones y formas.

Los microelectrodos de mercurio han sido ampliamente utilizados en
voltamperometria por diversas razones. Una de ellas es el intervalo de
potenciales negativos relativamente elevado. Ademds, es facil formar una
superficie metdlica produciendo simplemente una nueva gota. Hay que anadir
gue numerosos iones metdlicos se reducen reversiblemente a amalgamas en la
superficie de un electrodo de mercurio, lo que simplifica la quimica del proceso.

Los microelectrodos de mercurio tienen diferentes formas. La mds simple es un
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electrodo de pelicula de mercurio formado por electrodeposicion del metal
sobre un electrodo de disco como el que se muestra en la figura 1.28.a. La figura
1.28.b muestra un electrodo de gota colgante de mercurio (hanging mercury
drop electrode, HMDE). El electrodo, que es asequible de fuentes comerciales,
consiste en un tubo capilar muy delgado conectado a un depdsito que
contiene mercurio. El metal es forzado a salir del capilar mediante un pistdn
movido por la rosca de un micrémetro. El micrometro permite la formacién de

gotas cuyas dreas superficiales son reproducibles en mds de un cinco por ciento.

La figura 1.28.c muestra un electrodo de gotas de mercurio tipico (DME),
gue se utiliza en practicamente todas las mediciones polarogrdficas. Consiste en
un tubo capilar fino de aproximadamente 10 cm (d.i. = 0.05 mm) a través del
cual se fuerza a salir al mercurio mediante una columna de mercurio de quizds
unos 50 cm. El didmetro del capilar es tal que se forma una nueva gota cada 2 a
6 s. El didmetro de la gota es de 0.5 a 1 mm y es muy reproducible. En algunas
aplicaciones, el fiempo de gota se controla con un mecanismo que hace caer

la gota a un tiempo determinado después de su formacion.

La figura 1.28.d muestra un electrodo de mercurio disponible
comercialmente que puede operar como electrodo de gotas de mercurio y
como electrodo de gota colgante. El mercurio estd contenido en un depdsito
revestido de pldstico unos 10 cm por encima de la parte superior del capilar. Un
muelle aprieta el émbolo que tiene una terminacidén de poliuretano contra el
tubo del capilar y evita la salida del mercurio. Este émbolo se mueve activado
por el solenoide con una senal del sistema de control. Los capilares tienen un
didmetro mucho mayor (0.15 mm) que los tipicos. Como resultado la formacién

de las gotas es extremadamente rdpida. Después de 50, 100 6 200 ms, la vdlvula
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se cierra, dejando una gota del tamano adecuado colgando hasta que cae
debido a la accién de un mecanismo situado en el interior del bloque que
soporta el electrodo. Este sistema fiene la ventaja de permitir que se formen
rdpidamente gotas ya de su tamano final y ademds las medidas de corriente se

pueden refrasar hasta que la superficie de la gota sea estable y constante.

™ Hilo de
conexidn

™ Teflon

Disco
conductor

(a)

Hilo de
plemo

Tube de

- Tygon

Extremo de poliuretanc —iH
Junta del capilar —§=
Soporte de |a férula -

- Capilar

“A— Cabezal del capilar

- Gota de Hg Gota de Hg Capilar

(b} id}

Figura 1.28. Algunos tipos comunes de microelectrodos. a) electrodo de disco; b)
electrodo de gota colgante de mercurio; ¢) electrodo de gotas de mercurio, d) electrodo
de gotas de mercurio estacionario.
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Técnicas Voltamperométricas utilizadas

En esta seccion llevaremos a cabo un resumen de las caracteristicas

principales de técnicas utilizadas en esta Memoria:

Voltamperometria Ciclica

Se incluye dentro del grupo de técnicas electroquimicas utilizadas para
estudiar la composicidon de las disoluciones a fravés de relaciones entre la
intensidad y el potencial. Las principales diferencias de esta técnica respecto a

las demds son:

v' La utilizacion de un barrido de potencial lineal; la ciclovoltamperometria
muestra siempre un cambio friangular en el potencial, moviéndose entre dos

valores de potencial: Ei (potencial inicial) y Er (potencial final) (ver figura 1.29).

v La posibilidad de utilizar velocidades de barrido altas con respecto a las
utilizadas en ofras técnicas lo que mejora con ciertas limitaciones la sensibilidad
del método, asi como reduce considerablemente el tiempo necesario para la

realizacién del voltamperograma.

v El barrido de I/E se realiza sobre un electrodo de gota estacionario o colgante
(HMDE).

152



Introduccién

Esta técnica no es usada en primer término para el estudio de un proceso
electrédico pero constituye, una vez conocidas las caracteristicas analiticas del
proceso, el método mds rdpido para la elucidacion del mecanismo electrédico
y de su naturaleza. Asi, con esta técnica se pueden evaluar los siguientes

aspectos:

& Morfologia de los voltamperogramas: en procesos controlados por difusién, la

infensidad de corriente crece hasta alcanzar un mdximo, a partir del cual
disminuye ligeramente hasta un valor que se mantiene constante en un intervalo
de potenciales, debido a la difusion de la especie, ya oxidada o reducida hacia
la interfase. Por ofra parte, los procesos contfrolados por adsorcidn presentan
ondas en las que la disminucidn de la intensidad de corriente se alcanza
répidamente después del mdximo, dando curvas en forma de campana. Esto
indica, que la especie electroactiva, que ya ha sido reducida u oxidada, no
difunde a la interfase y estd envenenando el electrodo, disminuyendo

considerablemente su conductividad.

& Variacion del cociente I,/C: El valor de esta relacidn se mantiene constante

para los procesos difusivos, ya sean reversibles o irreversibles. En el caso de un
proceso de adsorcion, esta relacion aumenta al disminuir la concentracién o se
hace constante para concentraciones bajas, apareciendo una variacién no

lineal de I con la concentracion.

2 Influencia de la concentracion de sustancia electroactiva en la intensidad de

pico: para la difusibn de una sustancia electroactiva hacia un electrodo
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estacionario, en una disolucién sin agitacion, cuando se provocan barridos de
potencial lineales o ciclicos, la intensidad del pico obtenido en el registro de la
curva I/E depende de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido y es

directamente proporcional a la concentracién (C).

& Variacion de la intensidad del pico con la velocidad de barrido y diferencia

entre los potenciales de pico catddico y anddico: en los estudios por

Voltamperometria Ciclica y cuando el proceso estd controlado por la adsorcién,
se cumple que la intensidad de pico es funcién de la velocidad de barrido v,
asimismo, que los potenciales de pico catddico y anddico son iguales. De la
diferencia existente entre los potenciales de pico, podemos obtener informacién
de los procesos electrodicos (ver figura 1.29). Asi, para una reaccién de
electrodo reversible, los potenciales de pico anddico y catddico estdn

separados por un incremento de potencial que viene dado por la expresion:

(Ep)a — (Ep)c = 0.058/n

Para procesos cuasi-reversibles, los potenciales de pico a bajas
velocidades de barrido pueden estar separados por valores mayores de 1os
esperados segun la ecuacion anterior, mientras que para un sistema totalmente
ireversible puede no aparecer un pico o bien los picos anddicos y catddicos

pueden estar muy separados.
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2 Variacion de la intensidad de pico con la raiz cuadrada de la velocidad de

barrido: en los procesos controlados por difusidn, tanto en sistemas reversibles
como irreversibles, la relacién existente entre la intensidad de pico y la raiz

cuadrada de la velocidad de barrido debe ser una recta.

La voltamperometria ciclica se utiliza normalmente para proporcionar

informacion cualitativa sobre procesos electroquimicos en diversas condiciones.

La voltamperometria ciclica, siempre y cuando no se utilice para andlisis
de rutina cuantitativo, es una herramienta importante para el estudio de los
mecanismos y de las velocidades de procesos de oxidacion/reduccidn, en
particular para sistemas orgdnicos y de metales con compuestos orgdnicos. A
menudo, los voltamperogramas ciclicos revelan la presencia de intermedios en
las reacciones de oxidacion, como es el caso del estudio voltamperométrico
gue se realizé a un insecticida agricola, Paration, en tampdn acetato 0.5 M pH 5
en etanol al 50% (131).
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Figura 1.29. Principios de la Voltamperometria Ciclica.
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Voltamperometria de onda cuadrada

Los trabajos iniciales de Ramaley y Krause de voltamperometria de onda
cuadrada aparecieron en 1969 (132,133), éstos han sido seguidos por al menos
otros 30 trabajos en los que esta técnica ha sido discutida. En este espacio de
tiempo la técnica de onda cuadrada ha recibido una gran cantidad de
nombres y el término de onda cuadrada se ha aplicado a una serie de técnicas
voltamperométricas que tienen en comun la utlizacidén de una onda cuadrada

para la variacion del potencial con el tiempo.

Nosostros rescindiremos esta discusion de voltamperometria de onda
cuadrada a la forma de la onda propuesta por Ramaley y Krause que se

muestra a continuacion en la figura 1.30.

La forma de la onda consiste en una onda cuadrada simétrica de una
amplitud (Esw) igual a la mitad del potencial entre pico y pico y que se
superpone en forma de escalera sobre una rampa de potencial en el tiempo. Un
ciclo completo de la onda cuadrada ocurre cada periodo de tiempo t de la
escalera, el cual fiene un incremento de magnitud AEs. A la anchura del pulso o
t/2 se le llama te, a la frecuencia, 1/1, se le llama f, el intervalo de tiempo en el
cual se mide la corriente se denomina ts y al tiempo de espera (a un potencial
fijo E) hasta que se lleva a cabo el registro del volfamperograma, se le denomina
fi.
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-

t

E| ]

Figura 1.30. Principios de Voltamperometria de onda cuadrada.

La corriente se mide durante la Ultima porcidon de cada medio ciclo en el
intervalo de tiempo ts. Asi, dentro de un ciclo obtenemos para un pulso de
oxidacion una intensidad it y para el pulso de reduccién ofra intensidad ir, siendo

la corriente neta en cada ciclo la dada por la expresion:

Ai:if-ir
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Las caracteristicas principales de esta técnica son:

& Alta sensibilidad: la sensibilidad conseguida mediante esta técnica es tan
buena o mejor que la alcanzada por técnicas de diferencial de pulso,
obteniéndose limites de deteccidon del orden de 109 6 1010 M para procesos
reversibles o irreversibles con adsorcidon de los reaccionantes y del orden de 107

M para procesos reversibles sin adsorcion de los reaccionantes.

& Mayor selectividad que en otras técnicas polarogrdficas al obtener sefales de

forma de picos estrechos.
& Produce una buena discriminaciéon de las corrientes de fondo.

& Bajos tiempos de andlisis: la velocidad del registro de los voltamperogramas
depende de los valores de los pardmetros instrumentales, pero en términos
generales las velocidades aplicadas suelen ser bastante mds altas que las

obtenidas en la polarografia diferencial de pulso.

® Posibilidad de aplicacién de la deteccidn voltamperométrica a otfras técnicas,

como HPLC, en virtud de:
a. Velocidad de trazado del voltamperograma.

b. Potencial y forma del pico independientes de la geometria de difusiéon y

del régimen de transporte de materia.

Al igual que otras técnicas analiticas la voltamperometria de onda
cuadrada puede ser instrumentada mediante electrénica moderna a través del
control de los experimentos con ordenadores, 10 que nos da la posibilidad de

modificar los pardmetros de medida. Los valores de estos pardmetros suelen
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estar comprendidos enfre 10 y 120 mV para Esw, entre 10 y 100 ms para t, entre 2

y 10 mV para AEs y entre 10 y 100 Hz para la frecuencia.

Voltamperometria por redisolucion

La voltamperometria de redisolucidn o stripping es una técnica
electroandlitica basada, por tanto, en el aprovechamiento con fines analiticos
de la interaccion entre la energia eléctrica y la materia y que constituye,
actualmente, una de las técnicas analiticas de mayor sensibilidad. En general, la
sensibilidad de los métodos polarogrdficos es buena, pero se encuentra limitada
por la corriente de carga originada por la doble capa eléctrica existente en la

interfase electrodo-disolucion.

La voltamperometria de redisolucion es una técnica electroanalitica que
mejora considerablemente la sensibilidad del método por su capacidad para
aumentar la corriente faradaica, mediante acumulacién o preconcentracion de
la especie de interés sobre la superficie del electrodo de trabajo, mientras que la
corriente de carga se mantiene en los mismos valores que en las otfras técnicas

voltamperométricas y polarogrdficas.
El método consta de tres etapas (Figura 1.31):
1. Etapa de preconcentracién o acumulacion.

2. Etapa de reposo.
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3. Etapa de redisolucion.

En la primera etapa, la especie de interés se deposita sobre la superficie
del electrodo (mediante reaccién quimica, electroquimica o adsorcién), en
condiciones de agitacién intensa de la disolucion, por lo que también se
denomina etapa de electrodeposicion. Los electrodos mds utilizados son
electrodos estacionarios como el HMDE, pero también se han utilizado
electrodos rotatorios. En esta etapa de acumulacién, es esencial que los
pardmetros hidrodindmicos (velocidad de agitacion, tiempo de electrolisis,

reproducibilidad del electrodo) estén perfectamente controlados.

La segunda etapa o eftapa de reposo tienen por objeto asegurar una
distribucion uniforme de la sustancia en todo el electrodo, lo que se consigue
utilizando un tiempo de equilibrado o reposo intermedio entre la deposicion vy la

redisolucion.

La etapa de redisolucidn da informacion Util desde el punto de vista
analitico a partir del depdsito formado. En esta etapa, el depdsito se redisuelve

electroguimicamente.
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Figura 1.31. Principios de la Voltamperometria de Redisolucion
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Las diferentes técnicas de redisoluciéon pueden clasificarse en funcion de
los procesos que intervienen en las etapas de redisolucidn y acumulacién. Asi,

podemos distinguir las siguientes técnicas:

- Voltamperometria de redisolucion anddica

Mediante esta técnica es posible determinar iones metdlico con una
exactitud razonable, en pocos minutos y en el margen de concentraciones
comprendido entre 10¢ y 107 M. Para ello, en primer lugar se lleva a cabo la
electrodeposicidn (etapa de acumulacion), desde una disolucidon agitada,
imponiendo al electrodo un potencial que permite la reduccién de los iones de
interés. En este proceso se forman las correspondientes amalgamas (electrodo
de mercurio). Durante esta etapa, normalmente se deposita sélo una fraccién
del analito, por lo cual es imprescindible controlar cuidadosamente no sélo el
potencial del electrodo, sino el tamano de la gota, el tiempo de electrdlisis vy la

velocidad de agitacién.

Una vez redlizada la electrodeposicidon se desconecta el agitador v,
manteniendo el electrodo al mismo potencial, se espera (durante unos 10
segundos) a que la disolucidbn quede en reposo. Finalmente, los analitos
depositados sobre la gota de mercurio pueden cuantificarse por cualquiera de
los procedimientos voltamperométricos. El mds sencillo consiste en llevar a cabo
un barrido anddico lineal, para lo cual el potencial del electrodo se hace variar
linealmente hacia potenciales menos negativos, registrando la intensidad de la

corriente. En este proceso, al alcanzarse el potencial correspondiente se
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produce la oxidacién electroquimica de los diferentes analitos originando picos

de redisoluciéon, cuya intensidad es proporcional a la concentracién del analito.

En la préctica, el campo de aplicacién de la voltamperometria de
redisolucion anddica se ha limitado a la determinacion de metales pesados en
muestras ambientales, bioldgicas, etc. Cabe esperar, sin embargo, que esta
técnica resulte aplicable a la determinacidn de compuestos orgdnicos
pertenecientes a sistemas redox en los cuales la forma reducida, siendo
electroactiva, se puede adsorber fuertemente sobre el electrodo de trabajo
empleado. En este senfido ya existen numerosos sistemas con tales

caracteristicas, tales como el azul de metileno.

- Voltamperometria de redisolucion catddica

Esta técnica presenta a su vez dos variantes segun si el electrodo utilizado
es atacable o inerte. En el primer caso, que es el Unico importante desde el
punto de vista del andilisis de sustancias orgdnicas, el analito se acumula sobre la
superficie del electrodo de trabajo en forma de sal poco soluble o compuesto
de coordinacion adsorbido formado por la sustancia a determinar y los iones
procedentes de la disolucién del electrodo de trabajo. Durante la etapa de
acumulacion se mantiene un potencial al cual se produce la disolucidon anddica
del material del electrodo en presencia del analito. La etapa de medida emplea
un barrido de potencial en direccidén negativa y la sefal analitica consiste en el
pico catddico que aparece al potencial al cual se produce la redisolucion del
catiéon y del ligando unido a él (sustancia a determinar). Los electrodos de

mercurio y los de plata son los mds empleados en esta técnica, extendiéndose su
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campo de aplicacién a numerosos aniones inorgdnicos capaces de formar sales
insolubles de mercurio o plata y a especies orgdnicas que contengan en su
molécula determinados grupos funcionales (mercapto, tioamidas, piridinas, etc)

que interaccionan con los iones procedentes del electrodo.

La segunda variante de este método emplea electrodos inertes de
carbono o metales nobles para la determinacién de iones como Mn (ll) o Pb (ll)
gue puedan acumularse por deposicion anddica como oxidos de valencia

superior.

En esta técnica es muy frecuente que el calibrado se desvie de la
linealidad a concentraciones relativamente altas, debido a la saturacién de la

superficie de electrodo.

La voltamperometria de redisolucién catddica puede aplicarse, en
principio, para la determinacién de especies orgdnicas e inorgdnicas capaces
de formar compuestos poco solubles con los iones procedentes de la oxidacién
del electrodo. Con el electrodo de mercurio pueden determinarse halogenuros,

sulfuros, cianuros, seleniuros, asi como varios tioles, péptidos o penicilinas.

- Voltamperometria de redisolucion adsortiva

Es la mds reciente de las técnicas de redisolucion. La caracteristica mds
notable de esta técnica consiste en que el analito es acumulado y medido
como tal, sin previa transformacion electrolitica en otfra especie quimica. La
etapa de acumulacidén transcurre sin que se produzca transferencia de
electrones en la interfase electrodo-disolucién y por tanto, no es necesario, en

general, mantener la electrolisis a potenciales excesivamente anddicos o
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catédicos durante el periodo de acumulacién. Esta técnica presenta la ventaja
frente a la redisolucidn anddica de que evita la electrodispersion de trazas e
impurezas metdlicas procedentes del electrolito fondo, que pueden ocasionar
serias interferencias en la etapa de medida. Frente a la voltamperometria de
redisolucion catddica, su principal ventaja estriba en una sensibilidad netamente
superior, explicable si se considera que el efecto de acumulacién por adsorcién

no estd limitado por la solubilidad de la sal de mercurio depositada.

Esta técnica puede aplicarse a la determinacién de una gran variedad
de sustancias orgdnicas de interés bioldgico, farmacéutico y medioambiental.
Asimismo, también pueden determinarse iones metdlicos mediante la formacién

de complejos con ligandos que presenten propiedades adsortivas.

Por Ultimo, se puede decir que en cualquier proceso de redisolucidn
(catddico, anddico o de adsorcion) la sensibilidad alcanzada depende de la
concentracion de la especie a determinar en el electrodo y, por consiguiente,
de la geometria de éste, asi como de la duraciéon y rendimiento de la etapa de

electrolisis a potencial controlado.
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GRUPOS FUNCIONALES REACTIVOS

A continuacién se indican aquellos grupos funcionales mdas caracteristicos

que pueden reducirse en el electrodo de gotas de mercurio:

Enlaces carbono-carbono

La reduccion del doble enlace C = C transcurre ganando dos electrones,

para originar el compuesto saturado correspondiente:

/
c—c_

v

+ 2e + 2Ht

La reduccién de dobles enlaces aislados tiene lugar a potenciales muy
negativos, inaccesibles en medio acuoso, si bien, pueden obtenerse ondas
utilizables analiticamente operando en un disolvente orgdnico, con sales de

amonio cuaternario como electrolito soporte.

El potencial de reduccidén se hace menos negativo al aumentar el grado

de conjugacién, o por la presencia de grupos que faciliten la reduccién.

El triple enlace carbono-carbono no se reduce en el DME.
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Enlaces carbono-halégeno

Los compuestos aromdticos halogenados se reducen segun el proceso

siguiente:

RX + 2e + H* —»RH + X

donde R representa un resto aromdtico. Los potenciales de reduccidén dependen
marcadamente de la naturaleza y del niUmero de sustituyentes del anillo

aromdtico.

Enlaces carbono-oxigeno

Los aldehidos alifaticos se reducen, desde su forma hidratada, hasta los

alcoholes correspondientes.

Los compuestos carbonilicos aromdticos se reducen irreversiblemente en
el electrodo de gotas de mercurio, en procesos con intervencidén de uno o dos
electrones. Andlogamente a lo que sucede con los dobles enlaces, los
compuestos carbonilicos conjugados, tales como quinonas y benzoguinonas, la
reduccion tiene lugar a potenciales menos negativos y, en consecuencia, mds

Utiles analiticamente.
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Enlaces carbono-nitrégeno

El grupo azometina, - CH = N -, se reduce en el electrodo de gotas de

mercurio, resultando un enlace sencillo carbono-hidrégeno:

C=—N— + 2e + 2H*

C—NH

v

AN
—

Cuando el grupo azometina estd conjugado con un anillo aromdtico, la
reducciéon tiene lugar a potenciales poco negativos, obteniéndose ondas o
picos bien definidos utilizables analiticamente. Esto sucede con las 1,4
benzodiazepinas, que constituyen un importante grupo de sustancias
psicotrépicas, ampliamente utilizadas actualmente en medicing, las cuales han

sido determinadas mediante métodos voltamperométricos (134,135).

Cuando el grupo azometina estd unido a otro dtomo de nitrégeno, para
formar la agrupacién N - N = C, el proceso electrédico implica simultdneamente

la saturacién del grupo azometina y la ruptura del enlace N -N.

H S

H H
—IL— | 2e"3H+,R—(|t=NH§ +HN— C— NH,

R— C =N C— NH,
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Los compuestos heterociclicos conteniendo un dtomo de nitrégeno en un
anillo aromdtico, como piridina y quinolina, normalmente originan ondas

cataliticas de hidrégeno a valores de pH inferiores al valor del pKa.

Los compuestos heterociclicos que contienen mds de un dtomo de
nitrdgeno en el anillo se reducen en el electrodo de gotas de mercurio. Asi, la

reduccion de las piridinas puede representarse de la forma siguiente:

P o H H
N/j l¢, 1H" 'N/j le, 1TH N |
N < <

N

Enlaces nitrégeno-nitrégeno

Los compuestos conteniendo el grupo azo, - N = N -, se reducen en el
electrodo de gotas de mercurio en un proceso que implica 2 electrones. En
algunos casos, la reduccién va seguida de ruptura del enlace N -N para dar una

mezcla de aminas.

O e — OO
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Muchos compuestos conteniendo el grupo azo son utilizados como
colorantes y como aditivos alimentarios, de ahi el interés que actualmente tiene

el andlisis de compuestos de este tipo.

Enlaces nitrégeno-oxigeno

Los nitrocompuestos alifdticos se reducen, en medio dcido, en un proceso

que implica 4 electrones:

R — CH2NO2 4e , 4H R - CH2NHOH + H20

La reduccidn de los nifrocompuestos aromdticos transcurre segun el

mecanismo siguiente:

4e-, 4H* b 2e,2H*
CeHsNO2 —— »  C4HsNHOH CeHsNHOH2t —— 3 C4HsNHs* + H2O
-H20O

Dependiendo de la naturaleza de los sustituyentes del anillo aromdtico,

los procesos pueden ocurrir simultdneamente o en dos etapas separadas.
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La reducciéon polarogrdfica de N-6xidos de heterociclos tiene lugar a
potenciales muy negativos y a valores de pH menores que el pKa. En compuestos
gue tienen la funcién N-Oxido con otros centros electroactivos, normalmente se

observan las ondas correspondientes a las reducciones de los diferentes grupos.
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El proceso analitico, que corresponde al proceso que se sigue desde que
se tiene la muestra en estado bruto hasta la obtencidén de un resultado, estd

conformado por cuatro grandes etapas:

1.- Operaciones previas

2.- Cdlibracién de equipos y metodologias

3.- Medicién y transduccién de la senal analitica
4.- Toma y tratamiento de los datos

Estas cuatro partes tienen igual importancia para llegar a obtener un
resultfado de calidad. La primera, que es la que corresponde al nexo entre la
muestra sin fratar, medir o tomar con la medida instrumental a realizar, es la
menos desarrollada hasta el momento. Esto es debido a sus caracteristicas
generales: una alta complejidad y participacion humana, lentitud, fuente
frecuente de errores sistemdticos, dificultad de control, fuente de riesgos vy

variabilidad.

El diseno y desarrollo del proceso analitico debe tener en cuenta el tipo
de andlisis, es decir, si es de ftipo cuadlitativo o cuantitativo, también las
caracteristicas de la muestra y de los analitos que van a determinarse y el
insfrumento en el cual se readlizardn las medidas. Ademds, debe adecuarse
perfectamente a la definicidon del problema analitico que se pretende resolver
(136).

Dentro de las operaciones previas se puede destacar el muestreo, la
medida en peso o volumen de la muestra, el secado, la molienda, el tamizado,

el filtfrado, la homogeneizacion, la conservacién, la dilucidén o disgregacién, la
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destruccidén de materia orgdnica, las técnicas de separacién, las reacciones
analiticas y el fransporte e introduccion al sistema de medida. No todas estas
sub-etapas son necesarias, dependen del estado de la muestra y del analito y
del instrumento que se utilizard para su posterior medida. El orden en que son
realizadas también pueden cambiar, ya que varias pueden integrarse en una
sola vy, finalmente, todas ellas evidencian un alto grado de variabilidad,
complejidad vy dificultad. Todo esto hace que las operaciones previas sean uno
de los aspectos en el que mds se debe innovar en Quimica Andlitica para llegar

a obtener resultados de calidad (137).

Como ejemplos de los tratamientos de muestra mds frecuentes estdn la
filtracién, la dilucién, la lixiviacién, la liofilizacion, la disgregacién, la didlisis, la
destruccion de la materia orgdnica, la extraccion liquido-liquido o sélido-liquido,
la extraccién con solventes, el intfercambio idnico, etc. Todos estos tratamientos
se redlizan para adecuar la muestra para su introduccion al sistema de medida.
Sus objetivos bdsicos son obtener calidad en los resultados, es decir, exactitud y
representatividad de los mismos ademds de una adecuada selectividad,
sensibilidad, precisidén, rapidez, menores costes, reduccidén de riesgos para el
operador y el medio ambiente. Como objetivos concretos de estos tratamientos
estdn la eliminacién de interferencias para aumentar la selectividad,
preconcentrar o diluir para aumentar la sensibilidad, conservar la muestra,
cambiar de disolventes para compatibilizar la muestra con los sistemas de
medida, desarrollar reacciones de derivatizacién u otras, preservar los sistemas

de medida, etc.
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- Aplicaciones de sistemas de tratamientos de muestras en EC:

Como ya hemos comentado en ofra parte de la infroduccién, la EC es
una técnica que cuenta con un gran potencial de separacién y que se ha
desarrollado enormemente en estas Ultimas dos décadas. Sin embargo, las
dificultadas a la hora de preparar las muestras para ser infroducidas en el sistema
electroforético hacen que el desarrollo de estos sistemas de pretratamiento
tengan una gran relevancia. Estas dificultades incluyen la necesidad de inyectar
un volumen extremadamente pequeno de muestra, lo cual afecta a la precisién
y la representatividad. Ademds, las bajas sensibilidades de los sistemas de
deteccidn continua vy las fuertes influencias de las matrices de las muestras como
son su contenido en sales, macromoléculas, el pH, la presencia de particulas, etc
pueden producir alteraciones reversibles o irreversibles en las separaciones

electroforéticas.

En general, los sistemas de tratamiento de muestras para andlisis por EC
incluyen diluciones, en caso de matrices que presentan alta concentracién en
sales, centrifugaciones vy filtraciones, cuando hay presencia de particulas que
podrian obstruir el capilar, extraccidn en fase sélida y extracciones liquido-liquido
en caso de contar con matrices bioldgicas como suero, plasma y orina (138),
microconcentradores y didlisis, en caso de determinaciones de proteinas que
suelen enconfrarse en matrices con elevado contenido en sales (139), vy
derivatizaciones, para mejorar la selectividad, sensibilidad vy para

reconocimientos quirales (140,141).

El sistema de tfratamiento de muestras utilizado en la presente Memoria ha
sido la extraccion en fase sélida (EFS), la cual se ha establecido como una de las

técnicas de preparaciéon de muestra mds ampliamente utilizadas. Los objetivos
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para los cuales se aplica son aislar y purificar componentes quimicos presentes
en muestras con matrices complejas a través de la eliminacién de la matriz y de
los interferentes. También para preconcentrar analitos a nivel de trazas y como
procedimiento rdpido de separacidén. Entre sus principales campos de aplicacién
se pueden encontrar el farmacoldgico, la extraccidn de componentes activos y
péptidos, el andlisis farmacéutico y la preparacion de muestras farmacéuticas
para su posterior andlisis con técnicas como la cromatografia liquida. A nivel
medioambiental su aplicacién estd en la preconcentracién y extraccion de
residuos de contaminantes, pesticidas y herbicidas en aguas residuales vy
superficiales, en sedimentos, en vegetales, en tejidos animales y sueros.
Finalmente, a nivel clinico se encuentra la preconcentracién y extraccidon de
principios activos de uso terapéutico y abuso, vitaminas, antibidticos, etc, a partir

de muestras bioldgicas como orina y suero.

El proceso de extraccidn es un proceso fisico en el que una fase sdélida,
gue presenta una alta capacidad de interaccidon con determinados analitos, se
pone en contacto con la muestra liquida. Los analitos se concentran en la
superficie del sélido, mientras el resto de la matriz de la muestra no sufre

retencién alguna.

Se ha utilizado tanto en el enriquecimiento de analitos traza como en la
limpieza de la matriz (142-144). Comparada con la extraccién liquido-liquido
convencional, se podria decir que la EFS es facil de usar, requiere menos recursos
(tiempo y cantidad de disolventes), es capaz de producir extractos mds limpios,
es faciimente automatizada y puede llegar a obtener factores de concentracién

(concentracién final del analito/concentracién inicial) del orden de 1000.
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Los inicios de la EFS provienen de la cromatografia liquida y de la
cromatografia de columna a baja presidon. Dependiendo del tipo de sorbente
sélido, los mecanismos de interaccidn pueden incluir interacciones polares
(puentes de hidrégeno, fuerzas dipolo-dipolo), interacciones no polares o
hidrofébicas (fuerzas de Van der Waals), interacciones de tipo tamiz molecular e
interacciones de intercambio idnico. Por otro lado, la gran variedad de
estructuras quimicas de los sorbentes facilitan la selectividad de este tipo de

extracciones.

La utilizacion analitica de la EFS se ha incrementado en los Ultimos anos
gracias a la automatizacion de los pasos que constituyen el procedimiento de
extraccion y al acoplamiento en linea con técnicas cromatogrdficas (145-147).
Otro aspecto que ha contribuido a su uso generalizado ha sido la aparicion en el
mercado de nuevos sorbentes, como es el caso de varios tipos de sorbentes Cis,
copolimeros del estireno-divinilbenceno, copolimeros de benceno-N-vinil-
pirrolidona, carbono grafitizado, e incluso sorbentes de doble capa. Las fases
sélidas son normalmente de silice, enlazada a distintos grupos funcionales, los
cuales pueden ser polares, apolares y de intercambio idnico. El enlace se
produce por una reaccién entre la silice activada y organosilanos que contienen
los grupos funcionales que serdn los responsables de la selectividad de la fase.
Oftras reacciones secundarias eliminan los grupos silanoles de la superficie para
que asi las propiedades de la fase las proporcionen exclusivamente los grupos
funcionales y no los grupos silanoles libres. Sin embargo, generalmente quedan
libres ciertos grupos silanoles, lo que da lugar a interacciones entre la fase y los

analitos que se denominan interacciones secundarias y que corresponden a
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interacciones del tipo puentes de hidrégeno entre estos grupos y grupos amino e

hidroxilo de los analitos.

La silice enlazada es estable en un rango de pH entre 2.0y 7.5, ya que a
pH mds alcalino tiende a disolverse y a pH mds dcido la unidn entre los grupos
silice y los grupos funcionales puede romperse haciendo que los mecanismos de
adsorcion sean poco reproducibles. Sin embargo, es posible que acepte pH mds
extremos si sdlo es expuesta a éstos durante cortos periodos de tiempo. Su
estructura rigida permite que alcance el equilibrio rédpidamente con el disolvente
de acondicionamiento y que luego se adapte fdciimente a los cambios de
disolventes en las distintas etapas de la extracciéon. Finalmente, el tamano de las
particulas es de 15-100 um y el tamafio de poro es de 60 A, lo que le permite

soportar presiones de hasta 15 psi.

La extraccidon se produce por la retencidon de los analitos sobre la fase
soélida. Esta depende de la estructura y naturaleza del analito, del disolvente en
el cual se encuentra disuelto y de la fase adsorbente. Se debe a la interaccién
de ciertos grupos funcionales de los analitos con la fase enlazada, lo cual hace
que las moléculas del analito queden inmovilizadas en la superficie de ésta. La
elucidn consiste en eliminar los analitos de la fase sélida por medio de un
disolvente con el que interaccionen mds fuertemente que con la fase sdélida. Se
denomina capacidad a la masa total de analito que puede ser retenida por una
cierta canfidad de adsorbente y, generalmente, es de 0.5-1.5 meq g para
adsorbentes de intercambio ibdnico y de 10-50 mg g' para el resto de
adsorbentes. La selectividad corresponde a la habilidad del adsorbente para
retener tan sélo el analito deseado dejando pasar el resto de los componentes

de la matriz de la muestra, y depende esencialmente de la estructura quimica
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del analito y de los otros componentes de la matriz, asi como también de las

propiedades del adsorbente.

Los adsorbentes de fases enlazadas mds utilizados para la limpieza y
preconcentracion de muestras son el octadecil (Cig), octil (Csg), fenil, cianopropil,
silica gel, diol, aminopropil, dimetilaminopropil, grupos aromaticos sulfénicos vy
aminas cuaternarias. Otros adsorbentes utilizados sélo para la limpieza de las
muestras son la alimina, el silicato de magnesio, tierras de diatomeas y carbono
activado. Finalmente, para la concentracidon de trazas, los mds utilizados son el
carbono, polimeros porosos macrorreticulares, poliuretanos, resinas de
infercambio indnico y también los materiales de fase enlazada ya descritos.
Dentro de estos Ultimos los mds utilizados son los sorbentes Cis, cuando se hace
referencia a ellos se habla de interacciones de tipo hidrofébico de forma que la
retenciéon depende del nUmero de cadenas Cis unidas a la superficie de la
particula de silice (148). Si se trata de analitos polares la retencién serd mejor si el
sorbente se obtiene a partir de un silano monofuncional y no se cubre
completamente el soporte de siice para que estén presentes un nimero
significativo de grupos polares al lado de estas cadenas de octadecilo (con
frecuencia conocidas como Cis/OH). De esta manera se consiguen

interacciones de tipo polar junto a las de tipo no polar.

Los copolimeros a base de estireno-divinilbenceno, a pesar de que aln
no se utilizan demasiado, son los sorbentes idéneos para extraer analitos muy
polares y cuando se hacen pasar grandes volumenes de muestra. Esto se debe a
que cuando se utilizan los sorbentes Cis, la mayoria de los compuestos polares no
pueden ser determinados por las interferencias presentes en las matrices, en

general, de gran complejidad.
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Los copolimeros a base de benceno-N-vinil-pirrolidona son muy versatiles
y pueden utilizarse para una amplia variedad de analitos, ya que presentan

caracteristicas de retencién tanto hidrofilicas como hidrofébicas.

Los sorbentes de carbono mds empleados se obtienen calentando
carbén a temperaturas elevadas (2700-3000°C), lo gue se conoce como
carbono grafitizado. Se caracterizan por poseer una estructura homogénea y
una gran superficie especifica (100 m2/g). En comparacién con los sorbentes de
tipo Cis, su eficiencia para retener compuestos polares es superior (149, 150). Con
estos sorbentes la retencidn de los compuestos no sdlo se debe a interacciones
hidrofébicas, sino que pueden darse retenciones basadas en interacciones
electrénicas, hecho que permite que, incluso los analitos mds polares y los

analitos solubles en agua, sean retenidos (151).

La forma de utilizacién de los cartuchos para realizar las EFS es simple vy
puede tener dos finalidades, por un lado, la extraccidon selectiva del analito
disuelto en la matriz de muestra y, por ofro, la retencidén selectiva de
componentes de la matriz bajo condiciones en la que el anadlito no queda
retenido. Los pasos que suelen seguirse para llevar a cabo una extraccidén de

este tipo se detallan a continuacién:

1.- Acondicionamiento: Para obtener la mdxima reproducibilidad, las columnas o
cartuchos de EFS requieren un pretratamiento. El objetivo del mismo serd eliminar
pequenas particulas del material de empaguetamiento, eluir cualquier
contaminante procedente de la fabricacién y acondicionar la fase estacionaria.

Todo ello conducird a un méximo contacto entre el analito o componentes de
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interés y los grupos funcionales del sorbente. Suelen emplearse en esta etapa de
3 a 5 mlL del disolvente seleccionado que serd distinto en funcidén de la
naturaleza de la fase. En el caso de adsorbentes y empaguetamientos de fase
polar (silice, silice funcionalizada con diol, etc) se realiza el acondicionamiento
con un disolvente no polar como hexano o diclorometano. Para los de fase no
polar (silice funcionalizada o radicales alquilo) se emplea un disolvente polar
como pueda ser el metanol, el acetonitrilo o el tetrahidrofurano seguido de un
lavado con agua o con un tampdn adecudado. Cuando se trate de cartuchos
de intercambio idnico se elegird agua y/o un tampdn apropiado de baja fuerza
idnica (0.01 M).

2.- Paso de muestra: En este momento se hace pasar la muestra a un flujo
adecuado con el fin de disminuir el tiempo de andlisis, pero asegurando Ia

retencion del analito en el sorbente.

Después, pueden resultar necesarios los dos pasos que se describen a

continuacion:

3.- Limpieza del extracto: Conisistird en el lavado del sorbente con un disolvente
o mezcla de disolventes cuya misidn serd llevar a cabo la elucidon de interferentes

de la matriz quedando aun retenidos los analitos de interés.

4.- Elucién de los analitos de interés: Se hace pasar a través del cartucho un
disolvente que tenga la capacidad de eluir los compuestos que interesan

empleando el menor volumen posible de dicho disolvente. Serd fundamental
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qgue el eluyente sea compatible con el resto de pasos que se deseen realizar

para finalizar el andlisis.

En la figura 1.32 se representan los pasos de la EFS que se han descrito

anteriormente.

Acondicionamiento  Paso de muestra Elucién de Eluciin de
del sorbente con analitos interferencias analitos

O & O O

ke g [t

é D) &

Elucion de interferencias +,

Figura 1.32. Ftapas en la realizacion de una extraccion en fase solida.
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Se pueden enconftrar distintas aplicaciones en las que se ha utilizado la
EFS para la preconcentracion y limpieza de muestras en EC. Entre ellas se puede
destacar la determinacion de aminas bidgenas y polifenoles en vinos utilizando
columnas de fase enlazada Cis (152, 153). En ambos casos, las microcolumnas
rellenas con material Cig no sélo permitieron la limpieza de las muestras, sino que
también permitieron mejorar la sensibilidad del método a través de la
preconcentracion de los andalitos. Otro ejemplo de aplicacién de la EFS en la
preparaciéon de muestras para EC es la determinacion de fdrmacos que pueden
usarse de manera abusiva como barbitdricos, hipndticos, anfetaminas,
compuestos derivados del opio, benzodiazepinas y metabolitos de la cocaina en
muestras de orina usando multiples etapas de EFS para la elucion selectiva de los
compuestos (154). Por Ultimo, la determinacion de péptidos en plasma utilizando
columnas de dcido carboxilico (ACB) vy la posterior separacion por medio de la
ITFC (155) es otro ejemplo de aplicacién de la EFS. En este caso, el
pretratamiento de la muestra permitié la eliminacién de las interferencias

presentes en el suero.
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Las técnicas matemdticas que se han aplicado en la presente Memoria
pueden incluirse dentro del grupo de las técnicas estadisticas bdsicas vy

elementales.

El andlisis estadistico elemental incluye una gran variedad de pardmetros
gue van desde aquellos que tratan de evaluar la exactitud y la precision de una
determinacion hasta los relacionados con los cdlculos de rectas de regresion,
limites de deteccidn y cuantificacion. De los utilizados en la presente Memoria se

van hacer sélo una breve mencidn puesto que son suficientemente conocidos.

Pardametros estadisticos descriptivos cldsicos

v’ Media aritmética. Es la suma de todas las medidas dividida por el nUmero de

determinaciones.

v' Desviacién estdndar, s. Es la medida mds utilizada de la variabilidad y viene

definida por la férmula:
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Es el pardmetro mds caracteristico para estimar la precision. Informa sobre la
dispersion de los resultados alrededor del valor medio y tiene en cuenta el

numero de grados de libertad (n-1) del conjunto de resultados considerados.

v' Varianza. Es el cuadrado de |la desviacidon estdndar.

v Coeficiente _de variacion, C.V. también es conocido como desviacion

estandar relativa, cuyas unidades se expresan en porcentaje y viene definido

por:

CV (%) =2 %100
X

v Amplitud total, Ax. También se denomina intervalo y es otfra medida de la

dispersion que viene definida por la diferencia entre el valor méximo y el minimo.

v' Intervalo de confianza de la media. Conocer este intervalo implica en qué

intervalo se puede decir que estd incluido el valor verdadero, para un intervalo

de confianza dado.
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,u=}it—

donde t es el pardmetro de la t de Student, que estd tabulado para un cierto
nivel de significacién y el nUmero de grados de libertad de la serie de resultados

considerado.

Métodos de correlacion

En muchas ocasiones, dos o mds variables se miden en los mismos objetos
o individuos y es importante encontrar una medida cuantitativa de la relacién
entre estas variables dependientes. Con este fin se pueden utilizar la covarianza
y el coeficiente de correlacidon, puesto que ambos expresan cuantitativamente
la relacion lineal ente variables. En general, se prefiere utilizar el coeficiente de
correlacién, r, puesto que es independiente de las escalas de medida escogidas,

el cual viene dado por la ecuacion:

Z [(xi - })(y,- - ;)]
OXCED DY &

V=
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El coeficiente de correlacién puede tomar valores entre -1 y +1. El
mdaximo valor absoluto de correlacion es uno y se encuentra cuando entre
ambas variables existe una correlacién perfecta. Cuando no existe correlacion el
valor de r es cero, aunque esto no significa que estas dos variables no estén
relacionadas sino que no lo estdn linealmente. Debe tenerse en cuenta que el
cdlculo de r generard siempre un valor aun cuando la relacién entre los datos
sea claramente de cardcter no lineal, por lo que siempre es necesario
representar gréficamente los puntos, ya que, si no es asi, del cdlculo de r se

puede deducir errbneamente una relacién de cardcter lineal.

Cuando tenemos mds de dos variables aleatorias es interesante utilizar la
matriz de correlacién, donde se representan las correlaciones entre todos los
pares posibles de variables. Resulta asi una matriz cuadrada con igual nimero
de filas que de columnas e igual nUmero de variables, donde los elementos de la
diagonal son todos 1 mientras que los elementos de fuera de la diagonal tienen

valores entre -1y +1.

Rectas de calibrado (Regresion por minimos cuadrados)

En las técnicas de andilisis instrumental la concentracidon de una muestra
no puede ser medida directamente, sino que es determinada a través de la
medida de una cantidad fisica o senal, y. La condicion para poder relacionar

esta medida es que haya una relacién empirica o tedrica no ambigua entre ella
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y la concentracién, x. Para la mayoria de las técnicas analiticas dicha relacién se

expresa mediante la siguiente ecuacion:

y=a+ [X+e¢

donde a y B representan los valores verdaderos de los pardmetros denominados
ordenada en el origen y pendiente, respectivamente, y ¢ es el valor de error
aleatorio asociado a la respuesta, y. Dado que a, B y & representan valores
verdaderos, conceptualmente éstos nunca podrdn calcularse con total certeza.
En la prdctica hallaremos estimaciones de estos valores. Dichas estimaciones se
presentan mediante los términos a, b y e. Asi, para n pares de valores concretos

(xi, yi] se posee la relacién:

y, =a+bx, +e, i=1,2,..n

El problema del establecimiento del modelo consiste en hallar las
estimaciones a y b. Como sabemos, en todo proceso de calibracién se
considera la existencia de errores e en las respuestas yi. Los valores e; reciben el
nombre de residuos y representan las diferencias entre los valores y; observados y
los valores de y predichos por el modelo. Por el contrario, se considera que las
variables independientes utilizadas en el establecimiento del modelo, xi, estdn
libres de error o éste es muy pequeino comparado con los e;. Esta condiciéon es

realista en los problemas de calibracién, donde se considera que los errores
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cometidos al preparar los patrones de calibracién son significativamente mds

pequenos que los errores de medida.

Las estimaciones a y b de la mejor recta en la cual se haya minimizado la
influencia de estos errores, e se puede calcular mediante diversos criterios
matemdticos, pero normalmente se utiliza el método de minimos cuadrados, que

minimiza la suma de los cuadrados de los residuos.

Zeiz :Z[yi _(a+bxi)]2

mediante la derivacion de esta expresion respecto a a y b e igualando a cero,
se obfienen las expresiones de la pendiente y la ordenada en el origen

presentadas a continuacién:

b= Z(xi _;Xyi _;)
Z(xi_;)z

a=y—bx

donde x e y son los valores medios del conjunto de valores de x e v,

respectivamente.
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La recta de regresién calculada se utiliza para estimar la concentracion
de las muestras problema por interpolacion. La precision de la estimacion
dependen del error de la medida de la muestra y del intervalo de confianza de
la curva de cdlibracién, lo cual estd relacionado con la incertidumbre de las
estimaciones a y b. A partir de las expresiones de la pendiente y la ordenada en
el origen se pueden calcular sus desviaciones esténdar, Sq v Sv que vienen dadas

por:

donde x es la media aritmética de los valores del eje de abscisas y Sy/ es la

X

estimacion de la desviacion estdndar de los errores de las respuestas o residuos:
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siendo y, los valores de las respuestas calculadas de acuerdo con el modelo.

Los valores de Sa y Sb se pueden utilizar para calcular los limites de
confianza para la pendiente y la ordenada en el origen. Asi, los limites de
confianza para la pendiente estardn dados por b + tSp, donde el valor de t se
obtiene para un nivel de confianza deseado y (n-2) grados de libertad. De
manera similar los limites de confianza para la ordenada en el origen estdn

dados por a + 1Sa.

Para estimar si los puntos experimentales se ajustan bien o no al modelo
propuesto de linea recta, se calcula el coeficiente de correlacién, que se
diferencia de los de regresidn en que se utiliza para investigar la relacién entre
dos variables aleatorias y, por tanto, con errores en ambas. Sin embargo, el
coeficiente de correlaciéon es vdlido para evaluar la linealidad en métodos de
regresion porque estd relacionado con el coeficiente de regresién a través de las
desviaciones estdndar de las variables. No obstante, es mds Util calcular el
coeficiente de determinacion, r2, puesto que en la recta de regresion tiene el
significado de la parte de variacion de y que es explicada por x; asi, sir2 = 0.98
significa que el 98% de la variacion puede ser explicada por x y sélo un 2%

permaneceria sin ser explicada si ajustamos a un modelo lineal.
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Testde la F

Es una prueba sencilla para evaluar la comparabilidad de la varianza de

dos series de resultados. Se define el valor experimental de la F como:

donde s1y 52 son las desviaciones estdndar de las series 1y 2 respectivamente. Se
sitba siempre en el numerador el valor mds alto, de manera que el cociente sea

siempre superior a la unidad.

Para decidir cuando las varianzas de los dos conjuntos difieren de forma
significativa se recurre a valores tabulados de F (valores tedricos) para un cierto
nivel de confianza. Si Fexp < Fieor S€ concluye que no hay diferencias significativas
de varianzas (hay homogeneidad de varianzas en ambos conjuntos). Si Fexp > Fteor
las varianzas de los dos conjuntos no son de la misma magnitud (no hay

homogeneidad de varianzas).

El valor tedrico de F se encuentra en tablas en funcién de los grados de
licertad del conjunto de valores que conforman la varianza del numerador vy
denominador de la expresion anterior. Para este test, lo habitual es utilizar la
tabla de F de una cola, ya que el planteamiento de hipdtesis es si la varianza del

numerador es mayor significativamente que la del denominador.
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Testde lat

Permite evaluar la igualdad estadistica entre dos valores (por ejemplo,
dos valores medios x; y x2). Si previamente se ha comprobado que existe

homogeneidad de varianzas entre dichos conjuntos de resultados, se calcula un

valor experimental de t mediante la expresion:

X1 — X2
exp s
/x/n

donde el valor de s es una ponderacion entre las desviaciones estdndar de los

t

dos conjuntos comparados, que se obtiene mediante la ecuacién:

I )
n +n,—2

para ni+n2-2 grados de libertad.

Si no existe homogeneidad de varianzas, las expresiones anteriores se

modifican para tener en cuenta la varianza de cada serie de resultados. Asi:
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t
exp 2 2
st/ \.[ s
n n,

y los grados de libertad (g.l.) ahora son:

2
s1 + S5 j
2
(#)
_l_

n+1

("2 + 1)

Los valores de fexp s& comparan con valores tabulados y, en cualquier

caso, siempre que |t

<

t

. los resultados medios comparados son

exp teor

estadisticamente equivalentes para el nivel de confianza elegido.

Comparacion de rectas de calibrado. Andlisis de varianza (ANOVA)

El andilisis de varianza es uno de los disenos estadisticos mds sencillos que
permiten la comparacion directa de k tratamientos. En general, es una medida

estadistica del error, evaludndose éste al desglosar la variacion total en sus
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distintas fuentes de error. En la precision de un método analitico, principalmente
contribuyen la variacién entre los k calibrados y la variacidn de cada muestra

dentro de los calibrados (156).

El andlisis de varianza supone que los datos pueden considerarse como
muestras aleatorias de k poblaciones normales cuyas varianzas (c2) no presentan
diferencias estadisticamente significativas. Esencialmente, este andlisis determina
si la discrepancia entre los calibrados es mayor que la que razonablemente
cabria esperar debido a las variaciones que ocurren dentro de cada uno de los

calibrados.

Consideremos que no existen replicados para cada punto del calibrado,

de forma que los datos se evalian como muestra la tabla 1.6.
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Tabla 1.6. Codificacion de datos

j | -1 j j*1 k
Obs. | Matriz 1 Matriz j-1 Matrizj | Matriz j+1 Matriz k

i X \4 X y X \4 X \4 X Yy X \4 X \4

] X | v | e | XaEr | v Xij Vi | X1 | Vi | || Xk Yik
i-1 XLi-l | YLt | oo | oo | Xictj-1 | Yirtj-1 | Xic1j | Yistj | Xicij+1 | Yietj+1 | oee | . Xi-1,k Yi-1.k

i Xti | v e e | Xijr Vi1 Xij Vi Xij+1 Viel | e | Xik Vik
i+ | X1 YL+l | oo | oo | Xiwtjo1 | Virtj-1 | Xiw1j | Vietj | Xiwtj+1 | Vielj+1 | oo | oo | Xitlk | Yitlk
n X1,n Yin | .|| Xnj-1 Ynj-1 Xnj Ynj Xnj+1 Ynj+1 Xn,k Ynk

Si tenemos rectas de calibrado procedentes de distintas matrices, es
interesante observar si estas rectas son comparables y con que extensidon se
pueden combinar los datos para estimar los pardmetros apropiados. Para este
propdsito hemos de calcular la suma de cuadrados, los productos de las
desviaciones de los valores individuales con respecto a sus medias y la suma de

cuadros de sus desviaciones con respecto a las rectas ajustadas.
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Tabla 1.7. Andlisis de Varianza: Comparacion de rectas de regresion

; Grados de
Fuente de variacion Suma de cuadrados Varianza
Libertad
Desviacién dentro de cada
calibrado sobre cada recta Jy?=$; 2hj— 2k NE
de regresion
Diferencias entre los ] )
o B (por diferencia) Sz k-1 Si2
coeficientes de regresion, bj
Desviacién dentro de los
calibrados sobre la region 2Y2-p'IXY2=8§+ 2 Jhj—k-1 332
lineal determinada por b’
Desviacién dentro de los
calibrados sobre la region 2'Y2-p"YXY2 =83 K -2 S42
lineal determinada por b"
Diferencias entre los
o (b'-b"')23" X2 2-1=1 S52
coeficientes, b'y b”
Desviacién total sobre la
o 30Y2 - ho3pXY2 = St 2hj-2 Sr2
region lineal global, be
So+ 83+ 84 =386 2k -2 Se2
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Cada valor individual vendrd designado por las variables xj e yj, siendo i
la posicidn que ocupa cada punto experimental dentro de cada calibrado, v |,
la posicidon que ocupa cada calibrado dentro de los k totales. Cada calibrado
tendrd n; puntos experimentales, no siendo necesario que todos los calibrados

tengan la misma dimensién. El nUmero total de datos de que disponemos es por

k
tanto: Nzan. Las sumas de cuadrados, productos de las diferencias,
j=1

pendientes y varianzas se calculardn como sigue:

¥’ indica la suma total de las desviaciones con respecto a la media de
cada calibrado dentro de los calibrados. Se corresponde con la

diferencia dentro de los calibrados.

Yo indica la suma total de las desviaciones con respecto a la media
global (media de todos los calibrados). Se corresponde con la diferencia

fotal.

2" es la diferencia entre la diferencia total y la diferencia dentro de los
fratamientos, ¥''= o - %', correspondiéndose con la diferencia entre

tfratamientos.

Los términos correspondientes al andlisis de varianza se resumen en la
tabla 1.7.

El test a realizar es:

a) Para la viabilidad de la recta de regresidn global se compara la
relacion de varianzas s¢2/s12 con el estadistico F.os, 2c-2, n-2k). Si el valor

experimental de F es menor que el tedrico, es debido a que la
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204

b)

c)

desviacién de los calibrados individuales sobre la recta de regresidon
global no es significativa. Por tanto, no existen diferencias significativas
entre los calibrados y la calibracién se corresponde con la recta de
regresion global. Si ocurre lo contrario, es decir, el valor experimental
de F es mayor que el tedrico, la desviacidn de los calibrados
individuales sobre la recta de regresidn global es significativa
existiendo, por tanto, diferencias significativas entre los calibrados. En
este caso se puede estudiar a qué es debida la discrepancia

(apartados b, c y d).

Para establecer diferencias enfre las pendientes de los calibrados
individuales debemos comparar la relacion de varianzas s22/s12 con el
estadistico Fp.0s k1, N2k). Si el valor experimental de F es menor que el
tedrico, no existen diferencias significativas entre las pendientes
individuales y, su media, b’, se puede tomar como la pendiente
representativa (la discrepancia estd en el apartado ¢ o d). En caso
contrario, existirdn diferencias, siendo ésta una de las posibles causas

de la inviabilidad de la recta de regresién global.

Para estudiar la linealidad enfre las medias de los calibrados
individuales se compara la relacidén de varianzas ss2/s32 con el
estadistico Fp.0s, k2 n«1). Si el valor experimental de F es menor que el
tedrico, la desviacion de la linealidad entre las medias de los
calibrados es inexistente, por lo que, la pendiente b', representa
satfisfactoriamente esta linealidad. En caso contrario, ocurre una
desviacién significativa de la linealidad entre las medias de los

calibrados debiendo estudiarse el apartado d.



Introduccién

d) Para buscar diferencias significativas enfre la pendiente media de los
calibrados, b’, y la pendiente de las medias de los calibrados, b'’, se
compara la relacién de varianzas ss2/s32 con el estadistico Fi.0s, 1, Nk-1).
Si el valor experimental de F es menor que el tedrico no hay
diferencias significativas entre ambas pendientes. En caso conftrario,
ambas pendientes difieren estadisticamente y el fracaso de una recta
de regresidén global para la calibracion se deberd a las diferencias

existentes entre los puntos medios.

Otros usos de la calibracion. Comparacion de las pendientes de

dos rectas de calibrado

Cuando tenemos dos pendientes empiricas, b1 y b2, y se trata de decidir si
son iguales o no, existe un test estadistico que nos permite realizar esta

comparacion.

En primer lugar, se aplica la prueba de la F para evaluar si las varianzas
de las dos pendientes son iguales. El valor experimental de F se compara con un
valor de F tedrico que es calculado para un nimero adecuado de grados de

libertad (ni-1 y n2-1) para un nivel de confianza dado, .

Si  Fexp €5 menor que Fror, entonces no hay una diferencia

estadisticamente significativa entre las varianzas estimadas de los residuos de
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ambas lineas; el test se realiza calculando una varianza estimada conjunta de las

pendientes de las dos rectas de calibrado, a través de la siguiente ecuacion:

(n, — 2)Sb21 + (nz - Z)Sb22

n +n,—4

2
Spip =

y comparando el valor t calculado (tea):

con el valor t tabulado con ni+n2-4 grados de libertad al nivel de significacién
elegido. Si fcar €5 menor que el tabulado, entfonces se asume que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre las pendientes de ambos

calibrados.

Si existe una diferencia estadisticamente significativa entre las varianzas
estimadas de los residuos de ambas rectas, el test se lleva a cabo calculando el

valor t:

bl _bz
tcal = 2 2 12
(Sbl +Sb2)/

siendo b, b2, sp1? y sp2? las pendientes de las respectivas rectas de calibrado vy sus
respectivas varianzas. En este Ultimo caso, el valor de tea S&€ compara con el valor

tedrico de t:
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2 2
_ hSy H 1Sy

2 2
Syt 8,

donde t y f2 son los valores tedricos, para un nivel de significaciéon elegido y ni-2
y n2-2 los grados de libertad respectivos, obtenidos a partir de las tablas para un
nivel de significacion elegido. Si tca €5 menor que t, entonces no existen

diferencias estadisticamente significativas entre las pendientes.
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Material y disoluciones

2.A. INSTRUMENTACION UTILIZADA

Equipo de electroforesis capilar

Equipo Beckman MDQ con detector de diodos en linea, controlado por
un ordenador con el programa Beckman MDQ para el registro y tratamiento de
datos. En este equipo se utilizaron capilares Beckman de silice fundida de 50 cm
de longitud efectiva, cuyos didmetros interno y externo son, respectivamente, 75
y 375 um, alojados en una carcasa con una ventana de deteccion de 800 x 100

pm.

Registro de voltamperogramas

El equipo utillizado en la obtencién de los voltamperogramas vy
ciclovoltamperogramas es un Polarégrafo EG&G PAR modelo 3039 equipado
con un electrodo de referencia de Ag/AgCl, un contraelectrodo de hilo de
platino, un electrodo indicador de mercurio que puede funcionar, de forma
opcional, como electrodo de gotas estdtico de mercurio (SMDE) o como
electrodo de gota suspendida de mercurio (HMDE), una celda electroquimica

de un volumen de 10 mL y un agitador AG&G PAR modelo 305. El polarégrafo
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estd conectado a un ordenador equipado con un software PAR, mediante el

cual se maneja el potenciostato y se memorizan los voltagramas.

Medidas de pH

Las medidas de pH realizadas en todos los estudios presentados se
obtuvieron con un equipo digital Crison, modelo 2002, con una sensibilidad
de + 0.01 unidades de pH, que estd provisto de un electrodo combinado de
vidrio y Ag/AgCl.

Balanzas

Las canfidades necesarias para preparar las disoluciones de los analitos
se obtuvieron por pesada en una balanza Sartorius MC1, con resolucidon para
0.01 mg.

Para preparar disoluciones donde no se requieren tan elevada resolucién

se utilizd un granatario Sartorios basic, con una resolucion para 0.1 g.
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Aparato de purificacion de agua

El agua utilizada en la preparacion de todas las disoluciones fue obtenida

mediante el sistema de purificacion Elix/Milli-Q (calidad 18.2 mQ cm).

2.B. DISOLUCIONES UTILIZADAS

Disoluciones de analitos

Se consideran analitos los compuestos quimicos estudiados en este
trabajo. Las caracteristicas de las disoluciones utilizadas son que se muestran en
la tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Analitos

Concentracién mg/L

Compuesto Procedencia  Disolvente (disoluciones
madre)
Citrato de sildenafilo (*) Pfizer Spain MetOH 100
UK-103,320 (*) Pfizer Spain MetOH 100
Imatinib Novartis H20 150
Metabolito Imatinib Novartis H20 200
Mifepristone Sigma MetOH 100

(*)Las disoluciones diluidas contenian un 20% de MetOH vy fueron preparadas a

partir de las disoluciones madre anteriormente descritas.

Para el estudio de la estabiidad de las disoluciones se prepararon
disoluciones madre de cada uno de los compuestos de las concentraciones que
se muestran en la tabla 2.1, para las cuales se readlizaron medidas
espectrofotométricas durante 15 dias. Se registraron los espectros entre 190y 315
nm a una velocidad de barrido de 4600 nm min' y se comprobd, por
superposicion de los espectros con el programa de ordenador acoplado al
espectrofotébmetro (Data Leader) (157) que los compuestos presentaban

espectros constantes durante ese tiempo.
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Las disoluciones de los cinco principios activos se han mantenido durante

el ensayo en el frigorifico a una temperatura de 4°C y protegidos de la luz.

Disoluciones reguladoras

Se preparan disoluciones de concentracion 200 mM de fosfato a partir de
sus correspondientes sales sédicas anadiendo HCl o NaOH hasta alcanzar el pH

deseado en cada caso.

Disolucion de dodecilsulfato sodico (SDS)

Se prepararon disoluciones de SDS de concentracién 200 mM a partir de
sodio dodecilsulfato de 99% de pureza proporcionado por Sigma-Aldrich. La
dilucién exacta de las mismas proporciona disoluciones de menor

concentracion.
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Otras disoluciones y disolventes utilizados en electroforesis

Disoluciones de hidréxido sddico y dcido clorhidrico de diferentes
concentraciones, utilizadas en el estudio del pH y preparadas a partir de

reactivos de calidad analitica.

Otra de las disoluciones utilizadas fue la trietanolamina, reactivo que se

utilizé para ajustar el valor de pH en las disoluciones tampdn de fosfato.

Los disolventes utilizados fueron de calidad “para andlisis”.

Otras disoluciones y disolventes utilizados en electroquimica

Todos los reactivos utilizados en electroquimica fueron de calidad

suprapura.
- Disolucién HCIO4 de concentracion (70%, densidad 1.67 Kg/L).

- Disoluciones reguladoras HAc/NaAc de concentracién 0.1 M de

diversos pH.
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3. Determinacion de imatinib y su metabolito

en orina mediante electroforesis

capilar en zona




Determinacién de Imatinib y su metabolito

Imatinio es una de las muchas drogas recientemente lanzadas al
mercado para combatir el cdncer. Este compuesto se absorbe en el organismo
alcanzando su concenfracién mdxima a las 2-4 horas de su administracion oral
con una biodisponibilidad absoluta del 98%. Se metaboliza a nivel hepdtico
dando lugar a un metabolito activo, N-desmetil imatinib, excretdndose
principalmente en heces (68%) y algo menos por orina (13%). Por tanto, el
objetivo de este estudio fue proponer un método para la determinacién de

imatinib y su principal metabolito en orina.

La orina es el producto de la secrecion renal con el que se eliminan del
organismo los residuos del metabolismo celular de los tejidos. La cantidad de
orina eliminada en 24 horas oscila en una persona sana con una dieta normal,
entre 1500 y 2000 mL, variando, en condiciones normales, segun la cantidad de
liquido ingerido vy las ofras pérdidas de liquidos del organismo (sudor, diarreq,
vomitos). La orina recién emitida suele tener un aspecto limpido, pudiendo
aparecer turbia por la presencia de moco, pus o sangre. Con el enfriamiento
pueden depositarse en el fondo del recipiente distintos precipitados en funcién

de que la orina sea dcida o alcalina.

El color de la orina es, normalmente, amairillo pagjizo, pero puede variar
segun la existencia de diferentes alteraciones o la ingestion de medicamentos
qgue puede dar a la orina un color particular. El olor normal de la orina es
caracteristico y también puede variar en funcién de alimentos que se hayan

consumido, de medicamentos o de alteraciones fisioldgicas.

La densidad varia entre 1.015 y 1.020 g/cm3, desde el punto de vista
quimico la orina estd compuesta por un 96% de agua y 4% de sustancias

disueltas que serdn los principales interferentes que se encuentren a la hora de
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hacer las separaciones. De las sustancias disueltas, algunas son componentes
normales, cuya concentracidn puede variar en relacion a las diversas
condiciones fisioldégicas o patoldgicas, mientras que otras deber ser consideradas
componentes anormales, cuya presencia fiene siempre un significado
patolégico. Los componentes normales son urea, dcido Urico, creating,
creatinina, amoniaco, dcido hipurico, cloruros, fosfatos, uratos, oxalatos,
urobilina, etc. Y entre los componentes anormales, albUmina (albuminuria),
sangre y pigmentos hemdticos (hematuria y hemoglobinuria), acetona
(acetonuria), glucosa (glucosuria), pigmentos biliares (bilirubina), pus (pieria),

efc.

Si se redliza un examen microscépico del sedimento (obtenido por
centrifugacién de la orina) se pueden observar algunas células desprendidas de
las vias urinarias bajas (uretra, vejiga) y escasos gldbulos blancos aislados y bien
conservados y, a veces, algunos cristales de sustancias inorgdnicas precipitadas.
Por esta razdn, antes de utilizar las muestras de orina recogidas, se dejaron en
reposo un tiempo para favorecer la sedimentacidon de posibles sélidos en
suspension. Si estos hubiesen formado parte de las disoluciones que se inyectan

directamente en el equipo habrian obstruido el capilar.

El examen de la orina es el mds corriente y usual de los exdmenes de
laboratorio, indispensable para poder hacer un diagndstico correcto de ciertas
enfermedades y Util e interesante como investigacion colateral en casi todos los
estados patoldgicos. El andlisis de orina proporciona resultados precisos y
atendibles, pero para ello es necesario tomar precauciones y seguir
determinadas reglas. Este examen debe ser fisico, quimico y microscdpico (158).

En los Ultimos tiempos los andlisis de orina se han convertido en un método
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bastante aceptado para la investigacion de intoxicaciones, empleo de drogas
de abuso, control de adictos a las drogas que estdn siguiendo una terapia de

desintoxicacion, etc.
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3.1. Condiciones de operacion

En el transcurso de este estudio se utilizaron tanto para el electrolito de
separacion como para las disoluciones de medida, viales de vidrio de 2 mL de
capacidad. Este mismo tipo de viales contuvo también las disoluciones de
lavado de NaOH y el agua desionizada. Por otro lado, para las muestras de orina

se ufilizaron viales de polipropileno de 200 plL.

Con el objetivo de mantener el nivel de electrolito constante en el vial de
separacion situado en el polo anddico y evitar en lo posible el efecto de sifén, se
ufilizaron tres viales con electrolito, uno para lavar el capilar antes de cada
separacion y situado en el dnodo, y otros dos (uno en el dnodo y otfro en el

cdtodo) para realizar la separacién.

El capilar utilizado para todo el estudio era de silice fundida de una
longitud de 60 cm (50 cm hasta el detector) y un didmetro interno de 75 um y
estaba montado dentro de una carcasa que presentaba una ventana de

deteccion de 100x800 um.

El capilar se acondiciond inicialmente para activar su superficie interna
con un método que incluia un lavado con NaOH 0.5 M (durante 20 minutos), otro
con agua (durante 10 minutos para arrastrar el exceso de NaOH) vy, por Ultimo,
una inyeccién de agua (inyeccion hidrodindmica, por presion) para realizar la
separacion a 25 kV y 25°C con tampdn fosfato (20 mM, pH 2.0 durante 10

minutos).
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3.2. Condiciones de medida

La identificacién y cuantificacion de imatinib y su principal metabolito se
realizé utilizando el detector de diodos en fila (diodo Array). Por su rapidez de
registro, los diodos en fila permiten obtener una representacién tridimensional de
la absorbancia frente al tiempo y la longitud de onda. Si se realiza un corte a una
longitud de onda constante se obtiene el electroferograma, es decir, la
representacién grdfica de la absorbancia frente al tiempo a una determinada
longitud de onda. Cada pico del electroferograma corresponde a un analito
cuyo ftfiempo de migracion se obtiene por medida en el mdximo
correspondiente.  El rango de longitudes de onda que se selecciond para

registrar los electroferogramas fue de 190 a 315 nm.

Los analitos se identifican en el diagrama de contorno por medio de su
espectro, para ello se readlizan inyecciones aisladas de cada uno de los
compuestos y se obtienen los espectros en el mdximo de los picos.
Posteriormente, se determinan los mdximos espectrales de absorbancia para
obtener los electroferogramas a los longitudes de onda de los mdximos de
absorbancia correspondientes y realizar las medidas oportunas a dicha longitud
de onda. Asi, de cada espectro se obtuvo el mdximo mds significativo, en
nuestro caso fue de 257 nm para ambos compuestos, imatinib y su principal

metabolito.
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3.3. Obtencion de /a orina

Para realizar los estudios preliminares asi como optimizacidon del método
se utilizé orina de personas sanas. Se recogid en recipientes de pldstico de 100
mL de capacidad y se dejé un tiempo (aproximadamente 1 hora) para la
sedimentacién de posibles sélidos en suspension. Seguidamente se procedid a la

dilucién de la orina con agua (1:1, v/v).

En el apartado de aplicaciones se utilizd la orina de pacientes de
leucemia que estaban bajo tratamiento terapéutico de Gleevec (imatinib

mesilato).

3.4. Estudios preliminares

Atendiendo a los objetivos perseguidos a la hora de optimizar un método
de separacion se realizaron una serie de pruebas para encontrar aquellas

condiciones que permitirian optimizar los pardmetros quimicos e instrumentales.

Los primeros estudios realizados se encaminaron hacia la separacién de
imatinib y su principal metabolito del resto de los componentes de la orina, y una
vez que se consiguié dicha separacién, se optimizaron las condiciones que
aportasen una buena resolucidn entre los dos compuestos en un tiempo

adecuado y con intensidad de corriente aceptable.
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Inicialmente estos estudios se realizaron utilizando el camino mdas largo del
capilar, es decir, la inyeccion de la muestra se realizaba por el lado del dnodo
(50 cm de longitud efectiva). De este modo, el andlisis se realizaba en 9 minutos,
la resolucién de los picos era aceptable pero en cuanto a la sensibilidad era muy
baja, esto podia ser debido a la difusion longitudinal molecular que sufrian los
componentes de la muestra (figura 3.1). Por esta razdn, se realizd la inyeccidn de
la muestra por el camino mds corto, es decir, por el cdtodo (10 cm de longitud
efectiva) procediendo posteriormente al cambio de polaridad del sistema. Con

esto conseguimos mayor sensibilidad en un menor tiempo de andlisis (figura 3.1).
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4000 Longitud efectiva: 10 cm
| Longitud efectiva: 50 cm
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Figura 3.1. Influencia de la longitud efectiva del capilar en la determinacion de una
solucion que contenia 2.4 mg L-7 de Imatinib () y 1.5 mg L-7 de metabolito (M).
Condiciones de operacion: 100 mM de tampon fosfato de pH 2.0, 25 kV, 25°C, 5 s
inyeccion (0.5 psi)

3.5. Influencia del pH en la separacion

El pH del electrolito es un pardmetro fundamental porque, por un lado,

gobernard el grado de disociacion de las moléculas que se van a separar vy, por
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otro lado, también gobernard el grado de ionizacién de la silice. De forma que a
un pH alto los grupos silanoles estdn totalmente ionizados y existe un potencial
zeta muy elevado, esto tiene como resultado un valor elevado de FEO. Lo
contrario sucede a pH bajo, ya que la disociacidén es menor y también lo es el
valor de FEO (159). Teniendo en cuenta estos hechos y que el valor de FEO no
empieza a ser significativo hasta pH 4.0, se realizaron separaciones a diferentes

valores de pH comprendidos entre 2.0y 12.0 con tampdn fosfato 20 mM.

El imatinib asi como su metabolito presentan cuatro valores de pKa
(pKar= 1.60; pKaz= 2.70; pKas= 3.19 y pKas= 7.58), por tanto, en base a estos

valores podremos explicar su comportamiento catidnico o neutro en funcién del

PH.

Para valores de pH comprendidos entre 20 y 3.2, los fiempos de
migracién de ambos compuestos son menores que los del FEO, por tanto
imatinib y su metabolito presentarian su forma catidnica en esas condiciones.
Esto es debido a que estas dos moléculas presentan una gran densidad de
carga positiva con respecto al tamano de las moléculas, de ahi que sus

movilidades fueran mayores que la del FEO (ver figura 3.2).

En el intervalo de pH comprendido entre 3.2 y 7.6 la densidad de carga
positiva que presentaban estas moléculas es muy pequeia con respecto a su
tamano, por esta razdn tenian practicamente la misma movilidad que el FEO. En
el rango de pH comprendido entre 7.6 y 12.0, los dos compuestos manifestaban
el mismo tiempo de migracion que el FEO debido a que presentaban su forma

neutra.
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Feo Bl év?

caftidnica neutra

Figura 3.2. Esquema de la ionizacion de imatinib y su metabolito en funcion del pH.

Un pH de 2.0 fue elegido para el estudio en ECZ, debido a que se obtuvo
una mejor resolucidén con respecto a valores de pH mayores, ademds de un

menor tiempo de andlisis.

Para tratar de disminuir al méximo la adsorciéon de los cationes sobre la
pared del capilar se utilizd trietanolamina, como reactivo adicional, en el
electrolito de separacién. Para ello, se partid de una disolucién 200 mM de

tampodn fosfato y se ajustd el valor de pH a 2.0 con trietanolamina.

Una vez establecido el valor de pH para llevar a cabo la separacién de

estos dos compuestos, se procedié a estudiar los demds pardmetros quimicos e
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instrumentales propios de esta técnica de separacién. Para ello se utilizaron
disoluciones de orina que habian sido dilvidas con agua (1:1,v/v) vy

posteriormente se les adicionaron los compuestos en estudio.

3.6. Influencia de /la concentracion del tampon de separacion

La fuerza idnica del tampdn tiene efectos significativos sobre la movilidad
de los solutos y la eficacia de la separaciéon, de ello deriva el interés por el
estudio de este pardmetro (160). Si la temperatura del capilar estd controlada, al
aumentar la concentracion del tampdn, disminuye el FEO porque se produce un
fendbmeno de compresidn de la doble capa difusa a nivel de la pared interna
del capilar y disminuye, por tanto, el potencial zeta. La consecuencia final es el
aumento de los tiempos de andlisis (161). Por otro lado, al disminuir la
concentracion del tampdn los tiempos de andlisis se hacen mds cortos, pero con
el inconveniente de que los picos se pueden ensanchar y pueden dejar de ser
simétricos por el fendbmeno de electrodispersion (162). También disminuye la

capacidad de tamponar del electrolito a bajas concentraciones.

El objetivo fundamental, a la hora de seleccionar una u ofra
concentracion de tampdn, es la resolucidn, es decir, en que medida los picos
son mds estrechos y alejados unos de otros; pero, también son importantes el

tiempo de andlisis y la eficacia de la separacion.
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Para optimizar este pardmetro se prepararon diferentes disoluciones de
electrolito de separacién, a partir de H3POs4 y ajustando el pH a 2.0 con
frietanolamina, en concenfraciones variables de HiPO4 entre 60 y 140 mM. En
todos los casos, las separaciones correspondientes se realizaron a -25 kV y 25°C,
con un tiempo de inyeccidn de 5 s a una presidon de 0.5 psi sobre una muestra

que contenia 1.48 mg L' de metabolito y 2.45 mg L' de imatinib en orina.

A lo largo de todo el intervalo de concentraciones estudiado se puede
ver que la variacién de la fuerza idnica no ejerce una influencia crucial en los
tiempos de migracion de los compuestos estudiados debido a que trabajamos a
pH dcidos y el FEO es muy bajo. Sin embargo, si que se observa un incremento en
la resolucion entre los picos en el intervalo comprendido entre 60 y 120mM. Para
altas concentraciones, la resolucién permanece constante debido al incremento
de temperatura que se produce en el capilar causado por el calentamiento por
efecto Joule (figura 3.3). Se selecciond una concentracion correspondiente a
100 mM por mantener una buena resolucidon de pico y una corriente no muy

elevada (tabla 3.1y figura 3.3), lo cual consigue reducir el ruido de la linea base.

Tabla 3.1. Influencia de la concentracion de tampon en la intensidad de corriente

Concentracién fosfato (mM) Intensidad (pA)
60 46.2
80 58.0
100 68.8
120 80.0
140 90.7
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Figura 3.3. Influencia de la concentracion de fosfato pH 2.0 sobre los tiempos de
migracion y la resolucion.

3.7. Estudio de /a influencia del voltaje sobre la separacion

El campo eléctrico es el pardmetro que resulta mas facil de manipular, un
aumento en su valor provoca un aumento de la movilidad del FEO. En

contrapartida este aumento también tiene efectos negativos relacionados con
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los valores de intensidad de corriente que se alcanzan y el calentamiento por

efecto Joule (163).

Cuanto mayor sea el voltaje aplicado mayores eficacias se obfienen vy
mds cortos tiempos de andlisis aunque ello conlleva una disminucién de la

resoluciéon, debida a la mayor produccidn de calor.

El mdximo voltaje que se puede aplicar en una separacidén puede
determinarse graficamente representando la intensidad de corriente generada

frente al voltaje aplicado (ley de Ohm).

El voltaje se varid entre -5 y -30 kV y para cada valor de potencial se
realizd una separacion con el fin, no sélo de saber como varia la intensidad de
corriente con el voltaje aplicado, sino de analizar los electroferogramas
resultantes en cada caso para analizar la influencia sobre la separacién. En
todos los casos las separaciones correspondientes se realizaron con tampdn
fosfato 100 mM de pH 2.0, 25°C y un tiempo de inyeccién de 5 s a una presién de
0.5 psi sobre una muestra que contenia 1.48 mg L' de metabolito y 2.45 mg L' de

imatinib en orina.

Inicialmente, se comprobd mediante la representacion de la ley de Ohm,
gue existia linealidad entre voltaje aplicado y corriente generada en todo el

intervalo estudiado, como se puede ver en la figura 3.4.

Como se puede comprobar en la tabla 3.2, los tiempos de migracién
disminuyen al aumentar el voltaje aplicado, por tanto, los tiempos de andilisis son
mds cortos. En contrapartida se produce un aumento en la intensidad de

corriente (figura 3.4) y calentamiento por efecto Joule.
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Con objeto de disminuir el tiempo de andlisis se llegd a una situacion de
compromiso, eligiendo un potencial de -25 kV ya que la resoluciéon entre los
picos era aceptable con una infensidad de corriente no muy elevada (no se
aprecian los efectos negativos derivados del calentamiento por efecto Joule) y

tiempos de andlisis aceptables.

90

60

Corriente (microamperios)

0 10 20 30
Voltaje (kV)

Figura 3.4. Representacion grdfica de la ley de Ohm para la seleccion del voltaje.
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Tabla 3.2. Variacion de los tiempos de migracion y resolucion con el voltaje.

Voltaje tm Metabolito tm Imatinib Rs
(kV) (min) (min)

-5 12.08 13.24 2.72
-10 6.14 6.71 3.34
-15 4.16 4.53 3.68
-20 3.09 3.37 4.28
-25 2.44 2.65 4.03
-30 1.96 2.11 3.42

3.8. Efecto de la temperatura en la separacion

La temperatura en el seno del capilar afecta a la viscosidad del medio
de forma que un aumento de ésta provoca una mayor movilidad del FEO y de
los analitos reduciéndose, por tanto, los tiempos de andlisis. Pero, ademds, se
debe tener en cuenta que por encima de 35°C el calentamiento por efecto

Joule vy los gradientes de temperatura son cada vez mds pronunciados y se
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originan también ensanchamientos y se produce la pérdida de forma de los

picos.

Bajo las condiciones quimicas seleccionadas en apartados anteriores, se
estudio el efecto de la temperatura en la migracién de los compuestos. Para ello
se readlizaron separaciones a diferentes temperaturas en el intervalo

comprendido enfre 20 y 35°C.

Como se observa en la tabla 3.3, van disminuyendo los fiempos de
migracién al aumentar la temperatura y, por consiguiente, los tiempos de
andlisis, pero se empieza a perder resolucidn. Finalmente, se selecciond una
temperatura de 25°C porque se consigue una separaciéon rdpida, con buena

resolucion y una linea base sin perturbaciones.

Tabla 3.3. Influencia de la temperatura.

Temperatura tm Metabolito tm Imatinib Rs
(°C) (min) (min)
20 2.63 2.86 3.80
25 2.40 2.60 4.10
30 2.20 2.37 3.81
35 2.03 2.19 1.30
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3.9. Influencia del tiempo de inyeccion de la muestra

Se ha utilizado siempre la inyeccién hidrodindmica por presion, por tanto,
el tiempo que dure la inyeccion serd un pardmetro fundamental, ya que

determinard el volumen de disolucion inyectada.

Para el proceso de separaciéon se utilizd como electrolito de separacion
una disolucién que contenia tampdn fosfato 100 MM de pH 2.0. Todos los
electroferogramas se registraron a =25 kV y una presién de inyeccion de 0.5 psi,
pero a diferentes tiempos de inyeccién de muestra en el intervalo de 3 a 15
segundos, siempre utilizando para ello el camino corto del capilar (10 cm de

longitud efectiva).

Los resultados de las inyecciones se muestran en la figura 3.5.
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Figura 3.5. Estudio de las dreas de pico en funcion de los tiempos de inyeccion.

Tabla 3.4. Influencia del tiempo de inyeccion en la resolucion.

Tiempo de
i 3 5 7 10 15
inyeccion (s)
Resolucién 2.70 2.65 2.70 2.84 2.48
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La cantidad de muestra inyectada es muy limitada debido a que se estd
inyectando por el lado corto del capilar (10 cm de longitud efectiva) y se
deberia inyectar una cantidad equivalente al 2% de la longitud efectiva del
capilar. Sin embargo, al inyectar 10 s (9.7% de la longitud efectiva del capilar) se
obtuvo una resolucidn entre los picos aceptable. Por otro lado, para tiempos de
inyeccidn superiores la resoluciéon entre los picos de los compuestos en estudio es
menor, al igual que la resolucidn entre los picos de los componentes de la orina 'y
los de metabolito e imatinib. El tiempo de inyeccidn seleccionado fue de 10s, ya

gue se obtuvo una resolucién aceptable.

3.70. Condiciones quimicas e instrumentales finales

Realizado, sistemdticamente, el estudio sobre la influencia de los
diferentes pardmetros de interés analitico, se pudieron establecer aquellas
condiciones consideradas como o6ptimas. La tabla 3.5 recoge las variables
experimentales que se seleccionaron como oOptimas para abordar tanto los
calibrados y estudios de repetitividad vy reproducibiidad, como las

determinaciones del imatinib y su principal metabolito en muestras reales.
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Tabla 3.5. Condiciones finales

) 100 mM tampdn fosfato de pH 2
Electrolito de separacion ) ) )
(ajustado con trietanolaminal)

Voltaje -25 kV
Temperatura 25°C
Tiempo de inyeccion 10 segundos

La figura 3.6 ilustra un electroferograma de una disolucién en orina que
contenia 1.5 mg L' de metabolito y 2.4 mg L' de imatinib en las condiciones
finales seleccionadas como éptimas y registrado a una longitud de onda de 257

nm. Las muestras de orina fueron diluidas con agua (1:1, v/v).
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Figura 3.6. Electroferograma obtenido bajo las condiciones quimicas e
instrumentales finales.

3.11. Limites de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccién es el nivel de concentracién mds bajo de analito
gue proporciona una senal en el instrumento estadisticamente diferente a la
senal de un blanco analitico. Debido a la ambigledad de la definicidon existen

diferentes métodos para calcularlo. La definicién que adoptd la IUPAC en 1975
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dice que ‘"el limite de deteccién expresado como una concentracién ci, se
deriva de la medida mds pequena yi., que puede ser detectada con una
certeza razonable para un procedimiento analitico dado” (164). Este concepto
fue aclarado mds tarde por la ACS que dice que “el limite de detecciéon es la
concentracién mds baja de un analito que un procedimiento analitico puede
detectar con seguridad” (165). En la definicion de limite de deteccién de la

IUPAC establece ese nivel de seguridad segun la expresion:

yL=ys + Kkss

donde ys es el valor medio de la sefal del blanco, ss es su desviacién estdndar y
k es un factor numérico escogido segun el nivel de confianza deseado. Sila sefal
del blanco analitico no difiere significativamente de la ordenada en el origen de
la recta de calibrado, la expresidn que define el limite de deteccién segun la
IUPAC es:

_ys—a-+kss kss

b b

Ct

La IUPAC recomienda un factor de seguridad k = 3 de forma que el limite
de deteccion, ci, es la concentracién de analito que proporciona una senal

igual a la del blanco mas tres veces la desviacion estdndar del blanco, es decir:
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Otros autores como Kaiser (166) y Curie (167) proponen aumentar el valor
del factor de seguridad, k. Aungue otros ademds, consideran que el limite de
deteccidén debe tener en cuenta el error de la pendiente de la recta de
calibrado (168,169).

Para técnicas de separacién tales como la EC se han propuesto otros
métodos para calcular los limites de deteccién y cuantificacion. Para el trabajo
que se estd desarrollando se calcularon en funcidn de la relacién senal-ruido
sobre la linea base, es decir, el nivel de ruido del electroferograma. Para ello se
realizd una primera inyeccidn, por el lado corto, de una disolucién (ti= 10 s) que
no contenia ninguno de los analitos y estaba constituida Unicamente por la orina
(diluccidén 1:1, v/v). En el electroferograma resultante se mide el nivel de ruido
expresado en unidades de absorbancia (UA) a la longitud de onda
seleccionada (257 nm), la cual corresponde con el méximo de absorbancia de

nuestros analitos y en los tiempos de migracién de los dos analitos estudiados.

A continuacion, se llevd a cabo la inyeccion de una disolucidon de orina
(diluccion 1:1,v/v) (ti = 10 s) que contenia a los dos compuestos, cada uno en
una concentracion de 1.48 y 245 mgl! de metabolito e imatinib,
respectivamente. Entonces se mididé la altura de cada pico, a la longitud de
onda correspondiente, en unidades de absorbancia. Conocidos estos valores y
la concentracidn a la que correspondian, se compararon con los datos de
unidades de absorbancia pertenecientes al electroferograma tipo para obtener,

finalmente, tanto los limites de deteccidn, como los de cuantificacioén.
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La evaluacion del nivel de ruido se realizd en una zona del
electroferograma que equivalia a unas 10 veces el ancho de los picos. Asi, el
limite de deteccidn queda establecido como aquella concentracidén de
compuesto que origina un pico con una altura que es fres veces el nivel de ruido
(170) y el limite de cuantificacidén se calcula como 10/3 veces el limite de

deteccidén. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 3.6.

Tabla 3.6. Limites de deteccion y cuantificacion.

COMPUESTO LD (mg L) LC (mg L)
Imatinib 0.1 0.3
Metabolito 0.1 0.3

3.12. Calibrado y estudio estadistico

Para evaluar la respuesta frente a la concentracion se utilizaron las dreas

de pico corregidas (APC) de cada compuesto, es decir, el drea del pico dividida
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entre el tiempo de migracion del analito, calculadas a partir de los

electroferogramas registrados a la longitud de onda caracteristica (257 nm).

El estudio de la linealidad se realizd preparando diferentes calibrados,
teniendo en cuenta si la orina era de hombre o de muijer, o si la orina se le habia
sometido a un proceso de congelacién. Las muestras fueron preparadas a partir
de orina diluida (1:1, v/v). El intervalo lineal estudiado en todos los casos estaba
comprendido entre 0.4 y 30.0 mg L! (n=7). En la tabla 3.7 quedan reflejadas las

ecuaciones de las rectas de calibrado (o = 0.05).

En las figuras 3.7 y 3.8 se representan las dreas corregidas de los
compuestos frente a las concentraciones para un calibrado preparado a partir

de una orina de mujer sin haberlo sometido a un proceso de congelacion.
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Figura 3.7. Recta de calibrado de metabolito
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Figura 3.8. Recta de calibrado de Imatinib
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Tabla 3.7. Rectas de calibrado

COMPUESTO ECUACION R2
Orina Hombre

Metabolito [1] APC = (37.40+572.78) + (1065.15+43.07) Cm 0.9988

Imatinib [2] APC = (-16.76+458.14) + (1105.51+35.96) Co 0.9992
Orina Mujer

Metabolito [3] APC = (-108.08+277.57) + (1086.15+20.87) Cm 0.9997

Imatinib [4] APC = (-32.01£165.89) + (1089.32+13.02) Cc 0.9999
Orina Hombre tras haber sufrido un proceso de congelacion

Metabolito [5] APC = (6.18+462.41) + (1143.81+£34.77) Cm 0.9993

Imatinib [6] APC = (-153.39+552.29) + (1182.13+43.34) Cc 0.9999

Se llevé a cabo el andlisis de varianza (test ANOVA) para comparar las
diferentes rectas de calibrado que se habian realizado, con el fin de comprobar
si existian diferencias significativas entre ellas. Si el valor de F experimental (Fexp) €5
menor que el valor de (Freor) NO hay diferencias significativas entre las varianzas,
sin embargo, si el valor de Fexo €s mayor que el valor de Freor si habrd diferencias
significativas. El test estadistico t se lleva a cabo para comparar las diferentes

pendientes de las rectas de calibrado. Si el valor experimental t (fexp) €5 menor
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gue el tedrico (teor) NO habrd diferencias significativas entre las pendientes de las

rectas de calibrado. En la tabla 3.8 se muestran los valores de Fy .

Se pudo comprobar que no existian diferencias significativas entre las
rectas de calibrado realizadas con orina de hombre y mujer (rectas ([1] v [3]) Y
([2] v [4])). pero si habia diferencias significativas entre una orina que no habia
sufrido proceso de congelacion y ofra que si lo habia sufrido (orina, la cual
estuvo congelada durante 2 semanas a —18°C), rectas ([1] v [5]) v ([2] v [6]). Esto
podia ser debido a los posibles cambios que se pueden dar en la matriz

(variacién en la fuerza idnica).

Tabla 3.8. Andlisis de varianza

Rectas de calibrado Fexp Freor texp treor
[11y[3] 4.26 5.05 1.15 2.57
[2] y [4] 7.63 5.05 1.09 2.57
[11y [5] 1.53 5.05 3.65 2.57
[2] y [6] 1.45 5.05 3.50 2.57
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3.13. Precision

Para llevar a cabo el estudio de la repetibilidad del método descrito se
prepard una muestra que contenia una concentracién de 0.6 mg L'y 0.4 mg L
de imatinib y su metabolito, respectivamente, en orina y se hicieron 9 replicados
consecutivos en las condiciones quimicas e instrumentales seleccionadas como

6ptimas.

Para evaluar la reproducibilidad entre dias consecutivos, se prepard otra
muestra igual que la anteriormente citada y se volvieron a hacer nueve

separaciones consecutivas en las mismas condiciones seleccionadas.

Se compararon las varianzas de las series segun el test estadistico F de
Snedecor para pruebas de dos colas, que se aplica en este caso porque se frata
de dilucidar si las variaciones entre las series de diferentes dias son
significativamente diferentes. Asi, se encontré que no existian diferencias

significativas entre las series para un intervalo de confianza del 95%.

Los resultados obtenidos, en términos de medias (APCwedia), desviacion
estdndar (DE) y porcentaje de desviacién estdndar relativa (DER) se muestran en
la tabla 3.9.
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Tabla 3.9. Repetibilidad y Reproducibilidad del método (n=9).

Metabolito Imatinib
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
APCmedia 212 203 373 372
DE 17.0 9.34 20.7 18.4
DER 8.03 4.59 5.54 4.95
Fexp 3.32 1.26
Fieor 3.44 3.44

3.14. Aplicaciones

Para comprobar la validez del método propuesto se tomaron por

friplicado muestras de orina a las que se anadieron los dos compuestos a

distintos niveles de concentracion y en distintas proporciones. Posteriormente las

muestras fueron diluidas con agua (1:1,v/v) y a continuacion se procedid a la

determinacion cuantitativa de imatinib y su metabolito en las diferentes muestras

utilizando el método de las adiciones estdndar.
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El pardmetro seleccionado para la cuantificacion fue el APC, medida a
la longitud de onda de mdxima absorcidon de cada uno de los compuestos,

como se hizo en los capitulos anteriores.

Se realizaron las separaciones y se registraron los electroferogramas para
su posterior andlisis cuantitativo. En la tabla 3.10 se recogen los valores de
recuperaciéon para las muestras preparadas en el laboratorio. Como se puede
ver, todas las recuperaciones estuvieron préoximas al 100%, dentro de la precisiéon

que se espera para la determinacién de cada uno de los compuestos.

Tabla 3.10. Recuperaciones obtenidas en las muestras preparadas en el laboratorio.

METABOLITO IMATINIB
MUESTRA
Concentracidon Recuperacién | Concentracién Recuperaciéon
(mg L) (%) (mg L) (%)
M1 3.8 104 7.3 104
M2 4.8 102 9.5 102

Pero con el fin de comprobar la eficacia de este método, se llevd a cabo el
andlisis en muestras reales de dos enfermos que se encontraban bajo

tratamiento terapéutico con este fdrmaco, observdndose la posibilidad
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inmediata de su andlisis, debido a la ausencia total de interferencias en las

muestras analizadas.

La figura 3.9 muestra el electroferograma correspondiente a la muestra de
orina de un paciente A, el cual estaba bajo tfratamiento de 100 mg de Gleevec
(imatinib) al dia. Esta muestra se encontraba congelada, por lo que fue
necesario para su andlisis un proceso de descongelacion y centrifugacién, a
continuaciéon ésta fue diluida con agua (1:3, v/v) para obtener una
concentraciéon de los compuestos de interés dentro del intervalo lineal
estudiado. Posteriormente, se procedid a la determinacidén cuantitativa de
imatinib y su metabolito bagjo las condiciones quimicas e instrumentales
optimizadas utilizando el método de las adiciones estdndar. La muestra se
prepard por triplicado. En este caso, las concentraciones encontradas en orina
para el paciente A, teniendo en cuenta el factor de dilucion, fueron 6.9 vy

3.1 mg L' de imatinib y su metabolito, respectivamente.

De igual manera, se procedié al andlisis de una muestra de orina de un
paciente B, pero en este caso el fratamiento era de 600 mg/dia de Gleevec
(imatinib). Por tanto, la dilucién necesaria fue mayor, 1:8 (v/v). La muestra se
prepard por triplicado, a continuacién, se readlizaron las separaciones y se
registraron los electroferogramas para su posterior andlisis cuantitativo. En este
caso también se utilizd el método de las adiciones estdndar para redlizar la
determinacién de los compuestos. Las concentraciones encontradas, teniendo
en cuenta el factor de dilucién, fueron 32.4 y 143 mg L' de imatinib y su

metabolito, respectivamente.
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Figura 3.9. Electroferograma correspondiente a una muestra de orina del paciente A (100

mg/dia) diluida con agua 1:3 (v/v) en las condiciones quimicas e instrumentales
optimizadas.
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El estudio que se propone en este capitulo, se ha realizado con la
finalidad de establecer métodos electroquimicos, que permitan la
determinacion cuantitativa total de Imatinib y su principal metabolito en orina

por técnicas electroquimicas tales como:
- Voltamperometria ciclica
- Voltamperometria de redisolucién por diferencial de pulso
- Voltamperometria de redisolucién por onda cuadrada

El objetivo de este estudio es realizar el andlisis de imatinib y su metabolito
en muestras bioldgicas reales, por lo que necesitaremos en todo momento

conseguir una apropiada sensibilidad y selectividad.
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4.1. Estudio de Imatinib por voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica es de las técnicas electroquimicas que
mayor informacién suministran sobre una reaccién electroquimica en un corto

periodo de fiempo. Permite evaluar los siguientes aspectos:

1. Reversibilidad de la reacciéon redox originado en la superficie electrédica

de nuestro electrodo estacionario de mercurio.

2. Naturaleza del proceso redox en cuanto a sus propiedades de difusion,
adsorcidn, cinético o catalitico que informan no sélo de la velocidad de
desplazamiento del analito sino también de su capacidad de

acumularse en dicha superficie o difundir de nuevo a la disolucion.

Por tanto, la voltamperometria ciclica nos permitird conocer la naturaleza
de los procesos de oxido-reduccion de imatinib. Para ello se prepard una
muestra de Imatinib de concentracién 1.0x10-¢ M en HCIO4 0.010 M registrdndose
los ciclovoltamperogramas entre - 0.45 y -1.20 V a una velocidad de barrido de
100 mV/s después de desairear la muestra pasando N2 de alta pureza durante 10
minutos tal y como se readlizard en toda la experiencia de este capitulo. La
fisonomia del ciclovoltamperograma obtenido se muestra en la figura 4.1, donde
se puede observar un Unico pico de reduccion a -0.700 V frente al electrodo de
referencia Ag/AgCl. Se puede apreciar asimismo, que este proceso catddico no
se corresponde con ningUn proceso de oxidacion cuando se realiza el barrido

inverso hacia potenciales positivos, lo que indica su irreversibilidad.
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La fisonomia del ciclovoltamperograma muestra con su forma triangular y
extremadamente estrecha la posible acumulacion del imatinib sobre el
electrodo estacionario de mercurio, lo que procedemos a evaluar a

continuacion mediante la influencia del pardmetro velocidad de barrido.

120
80 —
T w0 -
0 —
-40 ! | ! | ! | !
-0.4 -0.6 -0.8 -1.0 1.2
E (V)

Figura 4.1. Ciclovoltamperograma de 1.0x10-¢ M de Imatinib en HC/O4.

Con el fin de comprobar si el proceso estaba controlado por adsorcidn o

difusion se llevaron a cabo las siguientes experiencias:

261



Capitulo 4

@ Variacion de la intensidad de pico con la velocidad de barrido

En este estudio se prepardé una muestra de 10 mL de una disolucién de
1.0x10-¢ M de Imatinib en HCIO4 0.010 M registrdndose los ciclovoltamperogramas
enfre - 0.45y - 1.20 V a las velocidades de barrido comprendidas entre 10 y 100
mV/s, después de desairear la muestra haciendo burbujear durante 10 minutos

N2 de alta pureza.

En la tabla 4.1 se muestran los valores de intensidad de pico (lp) para las
distinfas velocidades de barrido (Vo) a las que se registraron los
ciclovoltamperogramas. En la figura 4.2 se observa la representacion gréfica de

I, frente ala velocidad de barrido para el Unico pico catddico existente.

Tabla 4.1. Variacion de Ir con la velocidad de barrido

Vb (MmV/s) Ir (nA)
10 21.8
20 28.0
30 35.0
40 41.0
50 46.0
60 60.0
80 68.8
100 84.5
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Figura 4.2. Representacion Ip frente a la velocidad de barrido para el proceso de reduccion
de Imatinib.

Como se puede observar en la figura 4.2 existe una relacion lineal entre la
Iy Vb hasta un valor de 100 mV/s, lo cual nos indica que el proceso estd
controlado por la adsorcién, siendo la ecuacién que relaciona la intensidad de
pico con la velocidad de barrido de Imatinib sobre el electrodo de trabagjo la

siguiente:

lp = (13.96+3.73) +(0.70+0.07) Vo 12 =0.991 (n=8)
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@ Variacion de la intensidad de pico con la raiz cuadrada velocidad de barrido

Dicha relaciéon (lr frente Vo%) se llevd a cabo a partir de los datos
obtenidos en el apartado anterior. En la tabla 4.2 se muestran los valores
correspondientes a intensidad de pico vy raiz cuadrada de la velocidad de

barrido para esos mismos datos.

Tabla 4.2. Variacion de Ir con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido

Vb’ (mV/s)"2 Ir (NA)
3.16 21.8
4.47 28.0
5.48 35.0
6.32 41.0
7.07 46.0
7.74 60.0
8.94 68.8
10.00 84.5
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Figura 4.3. Representacion grdfica de intensidad de pico frente a la raiz cuadrada de /a
velocidad de barrido.

Como se puede apreciar en la figura 4.3 no existe linealidad entre Ip y V%,
lo que indica que el proceso no estd controlado exclusivamente por la difusidn
del compuesto imatinib a la superficie electrédica, existiendo una componente
de adsorcién considerable en el mecanismo de transporte y reduccion de dicho
compuesto, hecho comentado anteriormente por la fisonomia tan estrecha vy
con forma de campana del voltamperograma. Los procesos controlados por

adsorcidon presentan ondas en las que la disminucidn de la intensidad de
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corriente alcanza rédpidamente, después del mdximo, un valor de corriente
préoximo al de la corriente residual, dando curvas en forma de campana, o lo
que es lo mismo, simétricas en torno a Ir, esto refleja que la especie, que ya ha
sido reducida, no difunde a la interfase y estd envenenando al electrodo,

disminuyendo considerablemente su conductividad.

4.2. Estudios preliminares. Seleccion de la técnica instrumental.

Se procedié primeramente al estudio del comportamiento electroquimico
de imatinib sobre el electrodo estacionario de mercurio (HMDE) utilizando como
técnica electrogquimica la voltamperometria de redisolucidén por diferencial de
pulso (DPS).

Para realizar este estudio se prepard una disolucidn de imatinio de
4.0x107 M en HCIO40.010 M registrdndose su voltamperograma entre -0.35 y
- 1.25 V a una velocidad de barrido de 10 mV/s y aplicando un pulso de
reduccién de 40 mV, después de desairear la muestra pasando N2 de alta
pureza durante 10 minutos. Se realizd un segundo voltamperograma pero en este
caso utilizando 10 s de acumulacién, para comprobar la naturaleza acumulativa
del proceso de reduccién de dicho compuesto, evaluar las posibilidades de la
técnica de redisolucidn y alcanzar, por lo tanto, mejores limites de

determinacion.
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Los voltamperogramas obtenidos se muestran en la figura 4.4, donde se
puede observar que en estas condiciones aparece un Unico pico de reduccién
a un potencial de -0.520 V. En la tabla 4.3, se puede qpreciar como esas

intensidades de pico aumentan con el tiempo de acumulacion.

Con el fin de comparar esta técnica con la voltamperometria de
redisolucion por onda cuadrada (SWS), se prepard una muestra en las mismas
condiciones que la anterior, registrdndose su voltamperograma entre -0.35 y -1.25
V a una velocidad de barrido de 1200 mV/s (frecuencia 120 Hz y un incremento
de scan 10 mV). Al igual que el caso anterior también se realizé un segundo
voltamperograma utilizando 10 s de acumulacion. Los voltamperogramas se
muestran en la figura 4.4, en la cual, se puede observar que el pico de reduccidn
se encuentra desplazado a un potencial de -0.700 V, desplazamiento originado
por la alta velocidad de barrido utilizada en la técnica de onda cuadrada y a la
ireversibilidad del proceso de reduccidon del imitanib. Ademds, podemos
observar en la tabla 4.3 como la intensidad de pico aumenta algo mds de tres
veces con un tiempo de acumulacién minimo de 10 segundos, lo que originaria
una alta sensibilidad analitica en las muestras bioldgicas que se pretenden

analizar, objeto Ultimo de este capitulo.

Por tanto, este estudio pone de manifiesto el comportamiento
electroquimico de imatinib sobre el HMDE ademds de la naturaleza acumulativa

del proceso de reduccion de este compuesto.

Ademds, también se comprobd que, de entre las técnicas acumulativas
ensayadas, DPS y SWS, fue esta Ultima la considerada como mds adecuada
para proponer la determinacién del compuesto, ya que era la que

proporcionaba mayor sensibilidad al aplicar tiempos de acumulacién
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semejantes, hecho que nos ofrecia la posibilidad de cuantificar pequenas
cantidades de imatinib. Otra de las caracteristicas a tener en cuenta es su alta
velocidad de barrido, la cual, nos permite en este caso conseguir un

voltamperograma en 0.66 segundos.

Tabla 4.3. Técnicas electroquimicas. Variacion de la intensidad

) Ir (NA
TECNICA P (nA)
tacOs tac 10 s
DPS 52 134
SWS 720 2466
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Figura 4.4. Voltamperogramas de reduccion por DP y SW a diferentes tiempos de
acumulacion. @) 0s, (b) 10s.
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4.3. Optimizacion del proceso redox mediante voltamperometria de

redisolucion adsortiva por onda cuadrada.

Este método se llevd a cabo, como ya se ha dicho con anterioridad, con
el fin de proponer métodos mds sensibles para la determinaciéon cuantitativa de
imatinib. Por este motivo, una vez seleccionada la técnica de voltamperometria
de redisolucién por onda cuadrada, se procedié a desarrollar inicialmente un
estudio sobre la influencia del pH y posteriormente la optimizacién de los
pardmetros instrumentales propios de la técnica a aplicar (tiempo de

acumulacioén, potencial de acumulacion, frecuencia, etc).

4.3.1. Influencia del pH

Para llevar a cabo este estudio se realizaron las siguientes pruebas:

- Se prepard una muestra de 2.0x107 M de imatinib en 10 mL de HCIO4
0.010 M (pH 2.0), en las condiciones inertes mencionadas anteriormente,
registrdndose sus voltamperogramas entre -0.40 y -1.25 V con dos
tiempos de acumulacion diferentes 0 y 10 s (figura 4.5). En estas
condiciones se observd un Unico pico de reduccién a -0.730 V, el cual,
manifestaba una intensidad de reduccidén mds elevada al aplicar la

etapa acumulativa.
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Figura 4.5. Voltamperogramas de Imatinib en medio fuertemente dcido (pH 2.0). Tiempos
de acumulacion: (@) 0s y (b) 10 s.

- En ofra nueva experiencia se prepard una muestra de 2.0x107 M de
imatinib en HAc/NaAc (pH 3.5), ajustando su fuerza idnica a 0.010 M. Los
voltamperogramas se registraron entre -0.40 y —-1.25 V a dos fiempos de
acumulacion diferentes, 0 y 10 segundos (figura 4.6). El pico de reduccion
para este compuesto a este valor de pH se encontraba a -0.850 V y de

nuevo su intensidad crecia al producirse la etapa de acumulacion.
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Figura 4.6. Voltamperogramas de Imatinib en medio dcido (pH 3.5). Tiempos de
acumulacion: (@) 0s y (b) 10 s.
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En una tercera experiencia se registré entre -0.40 y —1.25 V una muestra
de 2.0x107 M de imatinib en un medio tamponado de HAc/NaAc (pH
4.5), ajustando de nuevo su fuerza idnica a un valor de 0.010 M, para dos
tiempos de acumulaciéon, 0y 10 s. En la figura 4.7 se observa un pico de
reduccion a -0.900 V.
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Figura 4.7. Voltamperogramas de Imatinib en medio débilmente dcido (pH 4.5). Tiempos
de acumulacion: (a) 0 s y (b) 10 s.

- Finalmente, en una cuarta experiencia se procedid a registrar los
voltamperogramas de una muestra que contenia 2.0x107 M de imatinib
en un medio tamponado de HAc/NaAc (pH 5.5), ajustando su fuerza
ibnica a 0.010 M, entre -0.40 y -1.25 V, para dos tiempos de acumulacion,
0y 10 s. En la figura 4.8 se puede observar que el pico de reduccion del

compuesto estd desplazado a -0.960 V.
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Figura 4.8. Voltamperogramas de Imatinib en medio débilmente dcido (pH 5.5). Tiempos
de acumulacion: (@) 0s y (b) 10 s.

En la tabla 4.4 se muestran los valores de Ip para los distintos valores de pH,
en la cual se puede observar que se obtiene una mayor intensidad de pico para
un valor de pH de 2.0. Ademds, como se puede apreciar en la figura 4.9, el
potencial de pico (Ep) se desplaza con el pH hacia valores mds negativos, lo que
indica la participacion de los protones en el proceso de reducciéon. Por otfro lado,
teniendo en cuenta la pendiente de este grdfico (71 mV por unidad de pH) vy la

ireversibilidad del proceso (mostrado en los estudios previos por
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voltamperometria ciclica), podemos proponer la intervencion de 2 protones y de
2 electrones en el proceso de reduccion. Por tanto, se eligié como pH de trabajo
para el estudio de imatinib un medio fuertemente dcido, es decir, pH 2.0 dotado
con HCIOa4.

Tabla 4.4. Variacion de la Ip con el pH

oH E, (V) Ir (NA)

facO's fac 10 s
20 -0.710 269 951
3.5 -0.850 256 904
4.5 -0.900 249 752
55 -0.960 238 722
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Potencial de pico (V)
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Figura 4.9. Influencia del pH con el potencial y la intensidad de pico.

Como consecuencia de este estudio podemos proponer el siguiente

mecanismo de reduccion para imatinib:
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Figura 4.10. Mecanismo de reduccion de Imatinib.
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4.3.2. Influencia de /a fuerza ionica.

Debido a que la fuerza idnica de la disolucion puede condicionar la
respuesta del proceso de reduccidén, ya que modifica el entorno idnico de la
misma, en este apartado estudiaremos la influencia de este pardmetro sobre
una muestra que contenia una concentracién de 3.2x107 M de imatinib en
medio HCIO4, 10 mM. En estas condiciones se prepararon diferentes disoluciones
del pH seleccionado variando en ellas la concentracion de NaClO4 entre 0y 87.1
MM, registrdndose sus voltamperogramas entre -0.40 y —=1.25 V. En la tabla 4.5 se
resumen los valores de lp y Ep obtenidos en cada voltamperograma al llevar a

cabo el estudio de la influencia de la fuerza idnica.

Tabla 4.5. Variacion de Ip y Ep para Imatinib con la concentracion NaClO4

Concentracion

NaClO4 (mM) fotal (mM)’ Er (V) Ir (NA)
0.0 10.0 -0.710 426
10.0 20.0 -0.710 374
29.6 39.6 -0.710 363
49.0 59.0 -0.710 350
68.2 78.2 -0.710 325
87.1 97.1 -0.710 321

(*) Suma de la concentracion total de HCIO4 y NaClO4
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Como se puede observar en la tabla 4.5 la intensidad de pico disminuye
al aumentar la concentracion de NaClO4 porque el proceso de adsorcidén del
compuesto y su desplazamiento al electrodo se hace menos efectivo a medida
gue aumenta la fuerza ibnica como ocurre en muchos procesos acumulativos
(171). Por tanto, no aumentaremos la fuerza idnica del medio y solo la presencia
del &cido perclérico con una fuerza idnica de 10 mM serd utilizada a lo largo de

todo el estudio.

4.3.3. Optimizacion de los pardmetros instrumentales

Una vez establecidas las condiciones quimicas para llevar a cabo el
estudio electroquimico de este compuesto se procedid a estudiar la influencia
de los pardmetros instrumentales propios de la técnica empleada sobre los
voltamperogramas de imatinib. La concentracién de imatinib elegida para llevar
a cabo estas optimizaciones ha sido de 3.2x107 M excepto en el apartado de
influencia del tiempo de acumulacidn que ha sido de 8.0x108 M para asi
conseguir unas buenas condiciones de acumulacién y evitar en lo posible la

saturacion del electrodo por dicho compuesto a altos tiempos de acumulacion.
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a. Influencia del tiempo de acumulacion.

Se prepard una disolucion de concentracidon 8.0x108 M de imatinib,
0.010 M HCIO4 (pH 2.0), desairedndose la muestra en las condiciones inertes
mencionadas y registrdndose los voltamperogramas entre -0.40 y -1.25 V,
utilizando para ello las siguientes condiciones: pofencial de acumulacion
(Eac) =0.40 V, incremento de scan (As) 10 mV, frecuencia 120 Hz (velocidad de
barrido 1200 mV/s), drea del electrodo grande (0.025 cm?) y tiempos de

acumulacién (tac) comprendidos entre 0y 180 segundos.

En la figura 4.11 podemos observar la representacién grdfica de la Ip
frente al tiempo de acumulacion, asi como los voltamperogramas a diferentes
tac. En esta figura podemos apreciar la existencia de una zona de aumento lineal
de la Ip con el tiempo de acumulacién entre 0 y 90 s, observdndose a partir de
ese valor una pérdida progresiva de la linealidad de la sefal debido por un lado,
a la saturacion del electrodo por las moléculas de nuestro analito y por otro, a la
formacién de una doble capa de moléculas, lo que ocasionaria una disminucién

de la respuesta. (172-175).

Se eligi6 como 4ptimo un tiempo de acumulacién de 10 segundos,
fiidndose este valor para llevar a cabo el resto de las experiencias, con objeto de
proponer un método de suficiente rapidez de informacion y teniendo en cuenta
la elevada posologia de este compuesto (100-600 mg/dia). Si la sensibilidad del
andlisis lo requiere, seria viable la utilizacion de tiempos de acumulaciéon

superiores de hasta 70-80 segundos.
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Figura 4.11. Influencia del tiempo de acumulacion para el proceso de reduccion de
Imatinib. (@) 0 s; (b) 180 s.

b. Influencia del potencial de acumulacion

El potencial de acumulacién (Eac) es un potencial de valor constante
aplicado durante toda la etapa de acumulacidn y reposo. Ademds es el
potencial al cual se inicia el voltamperograma, por lo que la infensidad de pico
(I)) va a depender de este pardmetro, ya que en algunos procesos acumulativos

se necesita de un determinado valor de potencial para que el proceso de
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acumulacién sea viable, con lo cual, cuanto mdas préoximo esté el valor del Eqc al

potencial de pico menor serd la Ip.

Para realizar este estudio se prepard una muestra de concentracion
3.2x107 M de imatinib, 0.010 M HCIO4 (pH 2.0), en las condiciones inertes
mencionadas y se registraron los voltfamperogramas variando el potencial de
acumulacién entre -0.35 y -0.55 V, utilizando las mismas condiciones

instrumentales expuestas en el apartado anterior y con un tec de 10 s.

El andlisis de los voltamperogramas obtenidos nos llevd a elaborar la tabla
4.6 donde se aprecia la variacién de lp y Er con el potencial de acumulacién

(Eac) para el proceso de reduccion de imatinib.

Tabla 4.6. Variacion de Ip y Ep con el Eac

Eac (V) Er (V) I» (nA)

Tac Os foc 105
2035 0710 397 1486
- 0.40 -0.710 402 1517
- 0.45 -0710 410 1546
- 0.50 -0.710 392 1346
- 0.55 -0.710 369 1250
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Como se puede apreciar la variacién del Eac no produce modificaciones
sobre el Er pero si en la lp, la cual aumenta ligeramente al variar el potencial
desde -0.35 a -0.45 V, volviendo a disminuir posteriormente. Se tomd como valor
6ptimo un potencial de acumulacién de -0.45 V para las experiencias

posteriores.

¢. Influencia de /la frecuencia

La infensidad de pico aumenta a media que aumenta la velocidad de
barrido (vu) y ésta, en voltamperometria de onda cuadrada, viene definida por

el producto de la frecuencia y el incremento de scan.

Sobre una muestra de las caracteristicas ya mencionadas, se registraron
los voltamperogramas entre -0.40 y —-1.25 V en las condiciones instrumentales

expuestas en los apartados anteriores y variando la frecuencia entre 10y 120 Hz.

En la tabla 4.7 se resumen los valores de intensidad de pico y del

potencial de pico al variar la frecuencia.
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Tabla 4.7. Variacion de Ir y Er con la frecuencia para Imatinib

Frec(u:s;cia Vb Er (V) Ir (nA)
(mV/s) tac O's tac 10's
10 100 -0.710 32 98
30 300 -0.710 82 254
60 600 -0.710 175 603
90 900 - 0.690 268 917
120 1200 -0.690 384 1349

Las ecuaciones siguientes muestran la relacién lineal que existe entre la

infensidad de pico vy la frecuencia:

tac=0s

lp = (-9.59+30.48) + (3.19+0.39) f r2=0.9955 (n=29)
tac=10s

lp = (-59.89+129.14) + (11.36+1.75) f 2=0.9930  (n=5)

Como se puede apreciar en la tabla 4.7 la lp aumenta de forma

proporcional con la frecuencia, por tanto, se selecciond como éptimo, un valor
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de frecuencia de 120 Hz ya que producia la mdaxima sensibilidad y ademds nos

proporcionaba la méxima velocidad de barrido.

d. Influencia del incremento de scan

La importancia del estudio de este pardmetro se debe a que influye
también sobre la velocidad de barrido (vb) y a su vez nos condiciona al niUmero
de puntos con los que se define el pico de reduccion, lo cual, estd directamente

relacionado con la altura de pico.

Se prepard una muestra de las caracteristicas mencionadas
anteriormente y se registraron los voltamperogramas entre -0.40 y —-1.25 V en las
condiciones instrumentales expuestas anteriormente y variando los valores de

incremento de scan (As) enfre 2y 10 mV.

En la tabla 4.8 se muestran los valores de infensidad de pico y del
potencial de pico del proceso de reduccién al variar el valor de As. Como se
puede observar, hay un aumento de la Ip al aumentar el valor de As. Se
selecciond como dptimo un valor de 10 mV porque nos permitia conseguir una

gran sensibilidad y una elevada velocidad de barrido.
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Tabla 4.8. Variacion de Ip y Ep con el As para Imatinib

As Vb Er (V) Ir (NA)

(mV) (mV/s) tacO's tac 10's
2 240 -0.710 126 518
4 480 -0.710 204 869
6 720 -0.710 266 1088
8 960 -0.710 337 1310
10 1200 -0.710 368 1385

e. Influencia de la magnitud del pulso aplicado

La intensidad de pico y su resolucion estdn relacionados con el pulso
aplicado, las cuales suelen disminuir al aumentar el pulso. Para examinar dicha
influencia se preparé una muestra de las caracteristicas mencionadas
anteriormente y en las condiciones inertes ya conocidas. Los voltamperogramas
de esta experiencia fueron obtenidos por registros sucesivos en las condiciones
instrumentales ya especificadas anteriormente y con valores de pulso aplicado

(AE) comprendidos entre 10y 60 mV.

El andlisis de los voltamperogramas obtenidos nos condujo a elaborar la

tabla 4.9 donde aparecen los valores de Ip y de Ep para esta experiencia con
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respecto al pardmetro en estudio. Podemos observar como a medida que
aumenta la magnitud del pulso aplicado se produce un aumento de la senal
ademds de un ligero desplazamiento del potencial de reduccién. Se selecciond
como valor é6ptimo 40 mV, el cual nos permitia obtener una sensibilidad

adecuada ademds de una definicidon aceptable del pico de reduccidn.

Tabla 4.9. Variacion de Ip y Er con el AE para Imatinib

AE (mV) Er (V) I» (nA)
foc 05 foc 105
10 0710 216 1010
20 -0.710 333 1349
40 -0.710 370 1543
60 £0.690 383 1555

f. Influencia del area del electrodo de trabajo.

Existe una proporcionalidad entre la intensidad de pico y el drea del

electrodo de trabagjo, la cual aumenta al aumentar dicha drea.
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Nuevamente se prepardé una muestra que contenia una concentracion
de 3.2x107 M de imatinib, 0.010 M HCIO4 (pH 2.0) y en las condiciones inertes
usualmente utilizadas. Dicha muestra fue registrada en las condiciones
instrumentales anteriormente mencionadas y variando el tamano del drea del

electrodo.

De los voltamperogramas conseguidos en esta experiencia se obtuvieron
los datos de Ep y de Ip correspondientes a los diferentes tamanos del drea del

electrodo, los cuales son mostrados en la tabla 4.10.

Como conclusidon de esta experiencia se eligid llevar a cabo este estudio
utilizando un tamano de drea de electrodo grande ya que proporcionaba una

mayor senal.

Tabla 4.10. Variacion de Ir y Ep con el tamario del drea del electrodo

Area del electrodo Ir (NA)
Er (V)

(cmZ) tacOs tac 10s
Pequeno (0.010) -0.710 86 246
Mediano (0.016) -0.710 181 616

Grande (0.025) -0.710 370 1510
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g. Condiciones quimicas e instrumentales finales

Readlizado, sistemdticamente, el

estudio sobre la influencia de los

diferentes pardmetros de interés analitico, se pudieron establecer aquellas

condiciones consideradas como &éptimas. La tabla 4.11 relUne las variables

experimentales que se seleccionaron para abordar, tanto los calibrados y los

estudios de repetibilidad y reproducibilidad, como las determinaciones de

Imatinib y su principal metabolito en orina.

Tabla 4.11. Condiciones finales

pH del medio
Fuerza iénica
fac
Eac
As
AE
Frecuencia

Area del electrodo

2.0
0.010 M, HCIO4
Oy 10s
-0.45V
10 mV
40 mV
120 Hz

Grande (0.025 cm?)
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4.3.4. Calibrado y estudio estadistico

En este apartado se procedid al establecimiento de las rectas de
calibrado en las condiciones quimicas e instrumentales propuestas, con el fin de
verificar la existencia de linealidad entre la concentracidn y la senal
electroquimica de imatinib en dichas condiciones. Con este objetivo se prepard
10 mL de una disolucién 0.010 M de HCIO4 (pH 2.0), sobre la cual directamente
en la celda voltamperométrica se fue adicionando el compuesto variando asi su
concentraciéon, registrdndose los voltamperogramas en las condiciones

seleccionadas.

En las figuras 4.12 y 4.13 se reflejan los voltamperogramas
correspondientes a algunas de las concentraciones utilizadas en el calibrado de
imatinib para tiempos de acumulacién de 0 y 10 s, respectivamente. En estas
figuras podemos observar como aumenta la senal de medida con la
concentracién de dicho compuesto permaneciendo constante el potencial del
pico de reduccidon observado. En la tabla 4.12 quedan reflejadas las ecuaciones

de las rectas de calibrado (o = 0.05), asi como los intervalos de linealidad.
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Tabla 4.12. Rectas de calibrado de Imatinib

tac () Ecuacion R2 Rango lineal
0 [1] Ip= (45.55+33.83) + (1.85x109+7.67x107) C 0.996  2.0x108-1.0x106M
10 [2] Ip= (69.83+34.56) + (6.28x109+1.50x108) C 0.999  1.0x108-4.8x107 M

Donde Ir es la intensidad de pico (nA) y C es la concentracién de imatinib

expresada en términos de Molaridad.

La precisién dentro de un mismo dia se evalud sobre una disolucién de
2.0x107 M de imatinib en HCIO4 0.010 M (pH 2.0) en las condiciones inertes
mencionadas, registrdndose a continuacidén nueve voltamperogramas sucesivos
enfre —=0.45 y -1.25 V en las condiciones opfimizadas. La tabla 4.13 muestra los
valores medios asi como las desviaciones estadndar relativa dentro de un mismo
dia. Como se puede observar se obtienen valores de DER aceptables para

ambos métodos.
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Figura 4.12. Voltamperogramas de Imatinib de concentraciones (a) 4.0x10-8 M;(b)
8.0x10-8 M; (c) 2.0x10-7 M, (d) 4.8x10-7 M, para tiempo de acumulacion 0 s.
4000

2000 —

Intensidad (nA)

E (V)

Figura 4.13. Voltamperogramas de Imatinib de concentraciones (a) 4.0x10-8 M;(b)
8.0x10-8 M, (c) 2.0x10-7 M, (d) 4.8x10-7 M, para tiempo de acumulacion 10 s.
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Tabla 4.13. Valores medios, DE y DER

fac (s) Ir media (nA) DE DER
0 359.7 2.58 0.72
10 1196.2 16.63 1.39

4.3.5. Determinacion de Imatinib y su principal metabolito en

orina.

El principal metabolito de Imatinib difiere sélo estructuralmente en la
pérdida del metilo en el anillo de piperazina con respecto al compuesto del que
procede. Debido a esto pudimos comprobar que estos dos compuestos
presentaban el mismo proceso de reduccidon en las condiciones quimicas e
instrumentales seleccionadas anteriormente, como se puede apreciar en las
figuras 4.14y 4.15.

Posteriormente, para confirmar este hecho, se procedid dal
establecimiento de las rectas de calibrado del metabolito en medio acuoso
(rectas [3] v [4] para tiempos de acumulacién 0 y 10 s, respectivamente, tabla

4.14), en las condiciones quimicas e instrumentales seleccionadas anteriormente
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para imatinib, con el fin de comparar las rectas de calibrado de ambos

compuestos a tiempos de acumulacion 0's (rectas [1]1y [3]) y 10 s (rectas [2] v [4]).
(Ver tablas 4.12 'y 4.14).

1000

Imatinib

Metabolito

500 —

Intensidad (nA)

-0.50 -0.75 -1.00 1.25
E (V)

Figura 4.14. Voltamperogramas de Imatinib y su metabolito de concentraciones 4.0x10-8 y
3.8x10-8 M, respectivamente, para tiempo de acumulacion 0 s.
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1500

Imatinib
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1000 —

Intensidad (nA)

500 —

-0.50 -0.75 -1.00 1.25
E (V)

Figura 4.15. Voltamperogramas de Imatinib y su metabolito de concentraciones 4.0x10-8 y
3.8x10-8 M, respectivamente, para tiempo de acumulacion 10 s.

Tabla 4.14. Rectas de calibrado de metabolito

tac (s) Ecuacion R2 Rango lineal
0 [3] Ip= (83.31£50.10) + (1.85x109+7.63x107) C 0.996  1.9x108-1.0x106M
10 [4] Ip= (82.08+82.64) + (6.66x109+3.72x108) C 0995  1.8x108-4.6x107 M

Donde Ir es la intensidad de pico (nA) y C es la concentracion de metabolito
expresada en términos de Molaridad.

295



Capitulo 4

Para este estudio, se llevd a cabo el andlisis de varianza (test ANOVA)
para comparar las diferentes rectas de calibrado que se habian realizado ([1],
[2], [3]. v [4]). En la tabla 4.16 se muestran los valores de Fy t. Se pudo comprobar
gue no existian diferencias significativas entre las rectas de calibrado de imatinib
y su principal metabolito, para los dos tiempos de acumulacidn estudiados, ya
que presentan las mismas propiedades electroquimicas. Con lo cual pudimos
realizar el resto del trabajo utilizando imatinio como Unico reactivo vy referir la
concentracién encontrada en las muestras de orina como la concentracién

total de imatinib y su principal metabolito.

Por tanto, nuestro objetivo ha sido proponer un método analitico sencillo
y rdpido que permita la determinacion total de Imatinib y su principal metabolito

en muestras de orina por esta técnica voltamperométrica.

A confinuacién se realizaron diferentes calibrados en funcién de la
cantidad de orina, procedencia de la orina (hombre o mujer) o si la orina habia
sufrido un proceso de congelacion con el fin de compararlas utilizando para ello
el test ANOVA. Esta experiencia se llevé a cabo de la siguiente manera: una
cantidad de orina (25 o 50 ul), sin necesidad de ningun tratamiento previo, fue
adicionada sobre 10 mL de disoluciéon HCIO4 0.010 M, los cuales fueron antes
desaireados mediante la utilizacidon de N2 de alta pureza durante diez minutos. A
continuacioén, se fue adicionando el compuesto imatinib, directamente en la
celda voltamperométrica, variando asi su concentracion y registrdndose los
voltamperogramas en las condiciones seleccionadas anteriormente. En cada
uno de los casos, antes del voltamperograma la muestra fue previamente
desaireada haciendo burbujear N2 de alta pureza durante unos minutos. En la

tabla 4.15 se encuentran las diferentes rectas de calibrodo asi como los
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intervalos de linealidad para los tiempos de acumulacién 0 y 10 segundos. En las
figuras 4.16 y 4.17 se muestran los voltamperogramas correspondientes a algunas

de las concentraciones utilizadas en el calibrado Mujer A (25ul orina).

2000

1000 —

Intensidad (nA)

-0.50 -0.75 -1.00 1.25
E (V)

Figura 4.16. Voltamperogramas de Imatinib en orina de mujer A de concentraciones (a)

4.0x10-8 M; (b) 8.0x108 M, (c) 2.0x107 M; (d) 4.8x10-7 M, para tiempo de
acumulacion 0 s.
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3200

1600 —

Intensidad (nA)

Figura 4.17. Voltamperogramas de Imatinib en orina de mujer A de concentraciones (a)
4.0x10-8 M, (b) 8.0x108 M, (c) 2.0x107 M; (d) 4.8x10-7 M, para tiempo de
acumulacion 10 s.

En la tabla 4.15 se muestran los valores de F y f una vez realizado el test
ANOVA, en ella podemos apreciar que se encontraron diferencias significativas
a la hora de comparar las rectas de calibrado preparadas con diferente
cantidad de orina (25 6 50uL, rectas ([5] vy [7]1) v ([6] v [8])) v si habia sufrido un
proceso de congelacion (rectas ([5] v [11]) v ([6] v [12])). Este hecho podria
deberse a los posibles cambios de fuerza idnica de las diferentes orinas utilizadas
en el estudio. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
orina de distinto sexo (rectas ([5] v [?]) v ([é] v [10])).

298



Determinacién de Imatinib y su metabolito

Tabla 4.15. Rectas de calibrado

tac (s) Ecuacion R2 Rango Llineal

Mujer A (25 pl orina)

0 [5] lp= (23.12+11.18) + (1.59x109+2.53x107) C 0.999  2.0x10%-1.0x10¢M

10 [6] Io= (-101.41£80.18) + (4.10x10942.82x108) C  0.992  2.0x108-6.0x107M

Mujer A (50 pl orina)

0 [7] lp= (0.59+20.08) + (1.49x107+7.40x107) C 0996  6.0x10%-6.0x107M

10 [8] lp= (56.50+£55.20) + (3.62x1091.94x108) C 0.995  4.0x10%-6.0x107M

Hombre A (25 pl orina)

0 [9] lIp= (26.51+12.38) + (1.60x109+2.81x107) C 0.999  2.0x10%-1.0x10¢M

10 [10] Ip= (125.19477.96) + (4.05x10°42.74x108) C  0.992  2.0x10%-6.0x107M

Mujer A (25 plL orina descongelada)

0 [11] 1= (41.73£11.38) + (1.28x10°42.58x107) C 0999  2.0x108-1.0x10“M

10 [12] Ip= (68.18£53.30) + (3.60x10°£1.87x108) C  0.992  2.0x10%-6.0x107M

Donde Ir es la intensidad de pico (nA) y C es la concentracién de imatinib
expresada en términos de Molaridad, que como hemos indicado equivaldria
también a la estimacién de la concentracién total de imatinib y su principal

metabolito.
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Tabla 4.16. Andlisis de varianza

Rectas de calibrado Fexp Freor texp teor
[MyI[3] 3.000 3.430 0.061 2.190
[2]y [4] 5710 3.438 2.230 2.306
[51y [7] 1.980 2.950 3.218 2.090
[6] y [8] 5.252 3.179 3.131 2.095
[51y [9] 1.070 3.478 0.002 2.090
[6] y [10] 1.119 3.179 0.277 2.095
[51y [11] 1.040 3.478 24.740 2.090
[61y[12] 0.195 3.179 3.329 2.095

Como conclusidén de este estudio realizado, podemos decir que la
determinacion de imatinib y su principal metabolito en orina no se podrd llevar a
cabo por medida directa sino utilizando el método de las adiciones estdndar
porque depende de la cantidad de orina que utilicemos ademds de si se ha

producido o no un proceso previo de congelacién de la muestra.

Los métodos electroquimicos aseguran mediante la utilizacion del
método de la adicidn estdndar cualquier ligera modificacion en la matriz

bioldgica que pudiera condicionar tanto la velocidad de desplazamiento del

andlito al electrodo y de cdmo sea su proceso de acumulacion.
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a) Limites de deteccion y cuantificacion

Aungue la IUPAC propone las formulas citadas en el capitulo 3 para el
cdlculo de los limites de deteccidon y cuantificacion, se pueden establecer estos
limites a partir de los datos obtenidos para la recta de calibrado. Asi, los limites

de deteccion se calculan partiendo de la férmula:
LD=Y, +38§,

ys: senal de una muestra en blanco o “senal de fondo”
Sg: desviacién estdndar del blanco

Ahora bien, se discute coémo se obtienen en la prdctica los términos yz y ss
cuando se utiliza una recta de regresién para la calibracién. Una suposiciéon
bdsica del método de los minimos cuadrados no ponderados es que cada
punto en la representacién grdfica tiene una variable estdndar estimada por el
estadistico syx. Es, por tanto, adecuado utilizar syx en lugar de ss en la estimaciéon
del limite de deteccidon. Es, por supuesto, posible realizar el experimento del
blanco varias veces y obtener un valor independiente para ss, sin embargo, la
determinaciones multiples del blanco consumen mucho tiempo, y el uso de syx
es muy adecuado en la prdctica. El valor de a, la ordenada en el origen
calculada, se puede utilizar como una estimacién de ys, la propia senal del
blanco. Por tanto, la ecuacién para el calculo del limite de deteccidon vendrd
dada:

LD=Y,+3 Sy/

X
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donde,

Ye= ordenada en el origen de la recta de regresion calculada.

}7,: puntos sobre la recta de regresidon calculada correspondientes a los
valores individuales de x, es decir, los valores de y ajustados a partir de la
ecuacién de regresién. El valor de }7, para un valor de x dado se calcula
rdpidamente a partir de la ecuacién de regresion.

yi= valores de y obtenidos experimentalmente, es decir, la sefal analitica

correspondiente a valor de x determinado.

De igual forma, el limite de determinacién o cuantificacion se calcula

mediante la siguiente expresién:

LC=Y, +108S,

Asi, de esta manera los limites de detecciéon y cuantificacion calculados
a partir de las rectas de calibrado preparadas a partir de 25 ulL de orina (rectas
[5] v [6] para tiempos de acumulacién 0 y 10 s, respectivamente), fueron los

siguientes:
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Tabla 4.17. Limites de deteccion y cuantificacion

tac (s) LD (M) LC (M)
0 5.55x10 1.85x10°8
10 5.19x107 1.73x10

b) Precision

Para llevar a cabo este estudio, se prepard una muestra de la siguiente
manera: se adicionaron 25 ul de orina dopada con una canfidad de imatinib
para obtener una concentracién final de 8.0x108 M, sin necesitad de ningun
tratamiento previo, sobre 10 mL de una disolucién en HCIO4 0.010 M, pH 2.0. A
continuacién, se registraron sucesivamente nueve voltamperogramas en las

condiciones seleccionadas como 6ptimas.

Para evaluar la reproducibilidad entre dias consecutivos, se prepard otra
muestra igual gue la anteriormente citada y se volvieron a registrar nueve

voltamperogramas consecutivos en las mismas condiciones seleccionadas.

Se compararon las varianzas de las series segun el test estadistico F de
Snedecor para pruebas de dos colas, que se aplica en este caso porque se frata
de dilucidar si las variaciones entre las series de diferentes dias son
significativamente diferentes. Asi, se encontré que no existian diferencias

significativas entre las series para un intervalo de confianza del 95%.
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Los resultados obtenidos, en términos de medias, desviacion estdndar
(DE) y porcentaje de desviacion estandar relativa (DER) se muestran en la tabla
4.18.

Tabla 4.18. Valores medios, DE y DER

tacOs tac 10 s
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Ir media (nA) 130 134 323 328
DE 3.00 2.67 9.10 4.42
DER 2.30 1.99 2.80 1.35
Fexp 1.26 4.23
Fieor 443 443

b) Aplicaciones en muestras de laboratorio y muestras reales

Debido a que

las muestras reales

disponibles en el laboratorio

pertenecian a dos enfermos bajo fratamiento médico con imatinib con
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diferentes posologias (100 y 600 mg/dia), las cuales llevaban congeladas en el
momento de este estudio siete meses, nuestro primer objetivo fue evaluar fras un
proceso de congelacién, la posible modificacion de la sefal voltamperométrica
de imatinib sobre nuestro electrodo de frabajo. Por ello, en primer lugar se
procedié a readlizar la preparacién de tres muestras problema con diferentes
concentraciones de imitanib en orina y posteriormente se realizaron sus medidas
voltamperométricas. Tras este andlisis, las tres muestras de orina fueron
congeladas a =18 °C durante diez dias vy, tras este periodo, se procedié a su

descongelacién, centrifugacién y posterior andlisis.

El procedimiento operatorio en todo momento fue el siguiente: sobre una
disolucién de 10 mL de HCIO4 0.010 M (pH 2.0) se adiciond un volumen de 25 plL
de muestra problema (orina dopada), los cuales no necesitaron ningun
tratamiento previo. En todos los casos se utilizd el método de las adiciones
estdndar para readlizar la determinacion de la concentracion total de estos
compuestos. Los voltfamperogramas fueron registrados en las condiciones ya

establecidas para la técnica propuesta.

En la tabla 4.19 se recogen los valores de recuperacion para las muestras
preparadas en el laboratorio. Como se puede observar se obtuvieron valores de
recuperacidén muy semejantes tanto si el proceso era o no acumulativo. Ademds
se pudo comprobar que el proceso de congelacidon no modificaba la sefal del

compuesto de interés.
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Tabla 4.19. Recuperaciones obtenidas en las muestras preparadas en el laboratorio

Recuperacion (%) Recuperacion (%)
IMATINIB
MUESTRA fac O's fac 10 s
*
( ) Orina Orina Orina Orina
Descongelada Descongelada
M1 2.0x10% 110 108 103 94
M2 2.80x10° 104 107 105 96
M3 3.64x10% 108 103 96 100

(*) Concentracién Molar de imatinib en orina, equivale a una concentracién de
imatinib en la celda voltamperométrica de 5.0x108, 7.0x108 y 9.1x10-8 M para M1,

M2y M3, respectivamente.

En segundo lugar, con el fin de comprobar la eficacia de este método, se
llevdé a cabo el andlisis en muestras reales de dos enfermos bajo tratamiento
terapéutico con este fdrmaco. En este caso estas muestras estaban congeladas
a -18°C, con lo cual hubo que descongelarlas y centrifugarlas para proceder a

su andlisis.

Una muestra de 25 pul de orina de un paciente A (dosis de imatinib 100
mg/dia) fue adicionada sobre una disolucion de 10 mL de HCIO40.010 M (pH 2.0)

registrdndose a continuacion sus voltamperogramas. Se utilizé el método de las
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adiciones estdndar para la determinacién de imatinib y su principal metabolito.
En este caso la concentracién total de Imatinib y su metabolito encontrada fue
1.99x105 y 2.04x10-5 M (factor de dilucion 401, concentracién en celda 5.02x108
M) para tiempos de acumulacion 0 y 10 s, respectivamente. La figura 4.18
muestra los voltfamperogramas correspondientes a la muestra de orina del

paciente A.

Por ofra parte, una muestra de 5 ulL de orina de un paciente B (dosis de
Imatinib 600 mg/dia) fue adicionada sobre una disolucién de 10 mL de HCIO4
0.010 M, la cual habia sido previamente purgada, registrdndose a continuacién
sus voltamperogramas. Se utilizd el método de las adiciones estdndar para la
determinacion de Imatinib y su principal metabolito. Para esta muestra la
concentraciéon total de Imatinib y su metabolito encontrada fue de 1.02x104 y
1.04x104 M (factor de dilucién 2000, concentracion en celda 2.40x107 M) para
tiempos de acumulacion 0y 10 s, respectivamente. Como podemos comprobar,
este valor de concentracién es cinco veces mayor que en el caso anterior

puesto que el paciente A toma una dosis menor que el paciente B.
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Figura 4.18. Voltamperogramas correspondientes a una muestra de orina de un paciente
A (100 mg/dia), factor de dilucion 401, en las condiciones quimicas e instrumentales

optimizadas. (@) 0 s, (b) 10 s.

Los métodos electroguimicos y en particular la  técnica de
voltamperometria de redisolucidn adsortiva por onda cuadrada permite, sin
ningun tratamiento de la muestra bioldgica, un andlisis inmediato del contenido

de imitanib y su principal metabolito en orina. Siendo necesario destacar:

La minima cantfidad de muestra de orina necesaria.

La rapidez del andlisis, ya que el registro de cada voltamperograma

necesita menos de un segundo para su redlizacion. Solo serian

considerables los tiempos de purga y de acumulacion.
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En la tabla 4.20 se muestran los resultfados obtenidos al analizar estas
muestras reales por los métodos propuestos: electroforéticos (Capitulo 3) vy
electroquimicos. Como se puede observar estos métodos propuestos son
adecuados para la determinacidén de Imatinib y su principal metabolito en
muestras de orina, dado que los resultados obtenidos son comparables cuando
se aplican a las mismas muestras. Los valores de recuperacion fueron calculados
con respecto a la concentracidn encontrada utiizando el método de

electroforesis capilar.

Tabla 4.20. Comparacion de resultados obtenidos por métodos electroforéticos y
electroquimicos

. Voltamperometria
Electroforesis

MUESTRA Capilar tac O's tac 10's
*
) (*) Recup. (%) *) Recup. (%)
Paciente A 1.98x10° 1.99x10° 100 2.04x105 103
Paciente B 9.61x10° 1.02x104 106 1.03x104 107

(*) Concentracion molar de imatinib y su metabolito en orina. En todos los casos

se utilizd el método de las adiciones estandar.
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Determinacion de citrato de sildenafilo y su metabolito

Un reto importante para la Quimica Analitica es la determinacion de
drogas vy sus metabolitos de degradacion. Asi es el caso del citratro sildenafilo
(Viagra), que una vez que es ingerida, sufre reacciones metabdlicas dentro del
organismo. Estas reacciones originan unos derivados, los metabolitos, como es el

caso del metabolito UK-103,320 el cual puede ser detectado en sangre.

En este capitulo se propone un método para la separacién de citrato de
sildenafilo y su principal metabolito UK-103,320 en el seno de un fluido bioldgico
como es el suero sanguineo. El objetivo serd obtener un método de andlisis que
pueda ser aplicado en los campos clinico y forense debido al posible empleo
ilicito de este compuesto. La técnica empleada para conseguir la separaciéon ha
sido la ECEM.

La sangre humana es una forma especial de tejido liquido que circula en
los vasos del organismo. En el hombre, como en los demds animales, se haya
formada por una parte corpusculada (elementos celulares de la sangre) y una
parte liquida (plasma). El plasma consta de agua, sales minerales y moléculas
orgdnicas de tamano diverso (glucidos, lipidos, prétidos y derivados de éstos). El
plasma es, por tanto, la parte liquida de la sangre, que resta tras la separacién
de los corpusculos (leucocitos, eritrocitos y plaguetas). Se puede obtener
facilmente centrifugando con anticoagulantes (citrato, oxalato, etc.) la sangre
extraida. Aparece como un liquido normalmente limpio, algo amarillento, de
peso especifico proximo a 1.027 g/cm3, con viscosidad de unas 2.1 Cp vy
reaccién levemente dalcalina (el pH de la sangre estd constantemente
equilibrado, por un sistema de sustancias tampdn, alrededor del valor de 7.4).
Ademds del agua, el plasma contiene proteinas (entre ellas el fibrindgeno), sales

minerales, glucidos, lipidos y otras sustancias orgdnicas e inorgdnicas. Las
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proteinas plasmdaticas, después del agua, representan el principal componente
del plasma, alcanzando una concentracién media de 6.7 g por cada 100 cm3.
Determinan las caracteristicas fisico-quimicas fundamentales de la sangre
(viscosidad, peso especifico) entre las cuales resulta de especial interés la presiéon
oncdtica o coloidosmdtica, que influye en los intercambios nutritivos entre la
sangre vy los tejidos a nivel de los capilares. Las proteinas plasmdticas se dividen
en tres grupos fundamentales que pueden diferenciarse por sus caracteristicas
fisico-quimicas y biolégicas. Son las albuminas, globulinas y fibrindgeno. El
higado, normalmente, produce las albuminas, el fibrindgeno, la protombina y
hacia el 80% de las globulinas. El bazo, los elementos linfoideos y otras partes del
sistema reticulo-endotelial producen las globulinas beta y gamma. El periodo de
vida varia con la proteina, de 12 a 30 dias, aunque el cémputo es complicado
por la capacidad de intercambio de las proteinas del plasma. La importancia de
las proteinas plasmdticas radica en que la mayor parte de las moléculas llevadas
de un lugar a ofro del cuerpo circulan sobre una proteina. Entre estas moléculas
quedan incluidos los fdrmacos. Hay que tener en cuenta que en la sangre los
farmacos pueden encontrarse libres, fijados a eritrocitos o unidos a proteinas
plasmdticas. La fraccidén unida a las proteinas plasmdticas es inactiva. Para que
un fadrmaco se combine reversiblemente a las proteinas plasmdticas se requiere
que la estructura terciaria de ésta esté intacta. Por tanto, los dos compuestos
estudiados se unirdn a las proteinas para circular por la sangre y este hecho hard
gue se necesite encontrar un método que permita su determinacién

despreciando la unién a las proteinas.

La sangre extraida sin adiciéon de anticoagulantes coagula al cabo de

poco tiempo formando un reticulo macromolecular de fibrina. Asimismo, puede
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hacerse coagular el plasma tfratado con anficoagulantes, si se le anade una
cierta cantidad de iones de calcio (en forma de cloruro cdicico). En cualquier
caso, tras separar el reticulo de fibrina se obtiene el suero. No hay que confundir
el plasma sanguineo con el suero, este Ultimo es un liquido transparente,
amarillento y ligeramente viscoso que se separa de la sangre coagulada.
Constituye, por tanto, la fraccidn no coagulable de la sangre extravasada. El
suero posee la misma composiciéon que el plasma, exceptuando el fibrindgeno
(que precipita, junto con las células sanguineas en el codgulo) vy las sales de

calcio (que intervienen activamente en el proceso de coagulacién) (158).

El citrato de sildendafilo y UK-103,320 son dos moléculas con estructura
quimica muy similar, ya que sdélo difieren en un grupo metilo, por lo que la
resolucion de sus mezclas es, obviamente, complicada. En el caso de la
electroforesis habrd que conseguir que la composicidn del electrolito de
separacion sea tal que consiga la separacion deseada con alta resolucidon y en

el menor tiempo posible.

Al emplear la ECEM se necesita un surfactante que permitird que las
proteinas que forman parte del suero se introduzcan en las micelas y que
aparezca una competencia por las uniones que se establecen entre los
principios activos y estos componentes de la sangre, los principios activos
pueden dejar libres los sitios de unidn de las proteinas plasmdaticas a los que se
podrdn unir los mondmeros del surfactante. Las proteinas saldrdn muy cerca del
flujo electroosmdtico (FEO) y los compuestos de interés podremos encontrarlos

separados de ellas y bien resueltos.

La combinacién de la extraccién en fase sélida (EFS) con la ECEM ha

resultado ser una atractiva combinacidn para el andlisis de diferentes
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compuestos en fluidos bioldgicos, preparaciones farmacéuticas y muestras de

cardcter ilicito (176).

5.1. Condiciones de operacion

Las separaciones se llevaron a cabo empleando viales de vidrio de 2 mL
de capacidad para los electrolitos de separacidén y un vial que contenia la
disolucién de NaOH. Por otfro lado, para las muestras de suero se utilizaron viales
de polipropileno de 200 uL de capacidad. Los viales usados en los pasos de
lavado fueron distintos a los usados en las separaciones con el fin de mantener el

nivel de electrolito constante en el vial situado en el polo anddico.

El capilar empleado para la separaciéon fue de silice fundida con una
longitud de 60 cm (50 cm hasta el detector) y un didmetro interno de 75 um.
Dicho capilar estaba introducido en un carfucho que presentaba una ventana
de deteccion de 800 x 100 um.

Antes de iniciar cualquier separacion, el capilar hubo de ser
acondicionado haciendo pasar NaOH 0.5 M a alta presién durante 20 minutos y
después agua durante 10 minutos para arrastrar el exceso de NaOH. Estos
lavados fueron seguidos por un lavado con el tampdn de separacién (10 mM
fosfato de pH 12.3 y SDS de concentracién 30 mM) y una separacién entre los

dos tampones (de dnodo y cdtodo) de una duracién de 10 minutos.
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En el método optimizado se realizaron unos lavados previos a las
separaciones con el electrolito de separacion; después se lleva a cabo la
inyeccién de la disolucidon de medida a baja presién (inyeccién hidrodindmica)
y, por Ultimo, la separacién. En todos los casos las dos primeras inyecciones de
una secuencia no se tienen en cuenta por considerar que el equipo debe

equilibrarse antes de empezar a proporcionar resultados fiables.

5.2. Condiciones de medida

El detector empleado para la identificacion de los compuestos en estudio
fue un detector de diodos en fila (Diode Array). El registro se realizé en el rango
de longitudes de onda de interés, en este caso entre 190 y 315 nm. Los analitos
se identifican en el diagrama de contorno por medio de su espectro, para ello se
realizan inyecciones aisladas de cada uno de los compuestos y se obtienen los
espectros en el mdaximo de los picos. Posteriormente, se determinan los mdximos
espectrales de absorbancia para obtener los electroferogramas a las longitudes
de onda de los mdximos de absorbancia correspondientes y realizar las medidas
oportunas a dicha longitud de onda. En los estudios preliminares las medidas
necesarias fueron tiempos de migracién y resolucion. En la calibracion se
utilizaron las dreas de pico corregidas que se obtienen tras dividir el drea del pico

entre su correspondiente tiempo de migraciéon. Asi, de cada espectro se obtuvo
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el maximo mds significativo, en nuestro caso fue de 230 nm para ambos

compuestos, citrato de sildendafilo (CS) y su metabolito UK-103,320 (UK).

5.3. Pretratamiento de la muestra

5.3.1. Obtencion del suero

La sangre utilizada fue extraida de personas sanas en ayunas y
posteriormente centrifugada. El suero obtenido de esta manera se depositd en
tubos de pldstico con fondo cénico de 2 mL de volumen, provistos de una tapa.

Seguidamente se guardaron los tubos de pldstico a -18°C para su conservacion.

5.3.2. Tratamiento del suero humano

La extraccion en fase sélida (EFS) se ha establecido como una de las
técnicas de preparacion de muestra mds ampliamente utilizadas. Se ha utilizado
tanto en el enriquecimiento de analitos traza como en la limpieza de la matriz
(142-144).
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En la infroduccién se han comentado las ventajas de la EFS, es facil de
usar, requiere menos recursos (tiempo y cantidad de disolventes), es capaz de
producir extractos mds limpios, es facilmente automatizada y puede llegar a
obtener factores de concentracion (concentracién final del analito /
concentracion inicial) del orden de 1000. De igual forma se han comentado los

inicios de la técnica y sus principales usos (145-147).

Para llevar a cabo la extraccién del citrato de sildenafilo (CS) y UK-
103,320 (UK) del suero humano se utilizdé un cartucho tCis (WATERS sep-pack plus,
Milford, MA, USA) en fase reversa. El cartucho se activd siguiendo siempre la
misma secuencia de operaciones y se hizo pasar la muestra después a través de
ellos para llevar a cabo, posteriormente, la elucién del CS y UK en el disolvente
apropiado. Todo esto supuso una serie de estudios previos que proporcionasen el
método de extraccidn con el que la recuperacion del CS y UK infroducidos fuese
del 100 %.

a) Secuencia de activacién del cartucho

Los pasos que debian seguirse para activar cada uno de los cartuchos

tCis utilizados fueron los siguientes:
1) 5 mL de metanol
2) 5 mL de tampdn fosfato de pH 7.0, 10 mM

La conexién de los cartuchos a un sistema de vacio facilitaba el paso de
los distintos disolventes y disoluciones, a la vez que permitia controlar el flujo a

fravés de los cartuchos.
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Se tomaron dos cartuchos y tras activarlos se hizo pasar a través de uno
de ellos solamente suero (1 mL) y, a través del otfro, suero dopado al que se
habia anadido CS y UK en una concentracién de 1.42 y 1.95 mgl’,
respectivamente. Asi, la disolucidén que eluyera del primero de los cartuchos se

usaria como blanco mientras que la del segundo se usaria para cuantificar.

b) Optimizacién del proceso de elucidn con disolventes

Una vez que habian quedado retenidos en el cartucho determinados
componentes del suero y los dos compuestos de interés, habia que encontrar la
forma de eluir el CS y UK en un volumen pequeno v sin necesidad de un niUmero

de operaciones elevado.

Con el fin de determinar en qué medida habian quedado retenidos los
dos compuestos, se comenzd un proceso de elucidon que supuso la recogida de
4 fracciones obtenidas tras hacer pasar fracciones de 2 mL de una disolucidon de
fosfato de pH 7.0, 10 mM. El registro espectrofotométrico de las distintas
fracciones demostrd (siempre en comparacién con el blanco) que ninguna de
ellas contenia estos dos compuestos. Puesto que los dos compuestos estudiados
son muy solubles en metanol, se decidié obtener 3 fracciones de 3 mL cada una
de una mezcla metanol:agua al 50% (V/V). Se volvieron a registrar en el
espectrofotbmetro y se comprobd que aparecia el espectro suma de los

compuestos en la segunda fraccion.

Se dedujo entonces, que la mezcla de elucién debia contener metanol
en un porcentaje mds elevado. Asi, procediendo como se ha descrito

anteriormente, pero utilizando una mezcla de metanol.agua al 80% (V/V) se
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obtuvieron 5 fracciones y mediante medidas espectrofotométricas se comprobd
qgue los dos compuestos comenzaban a salir desde la primera fraccién y, aunque

en mucha menor cantidad, continuaban saliendo en las Ultimas fracciones.

Atendiendo a los dos estudios precedentes se pensd que, ya que el CS y
UK no eluian con los 8 mL de disolucion fosfato de pH 7.0 (10 mM) se podria
realizar como paso previo a la elucidén de los dos compuestos pues permitiria
eliminar algunos componentes del suero ya que quedarian retenidos en los
cartuchos puesto que serian mds polares que el CS y UK. A continuacion, se
utilizd como eluyente 1.5 mL de metanol, asi nos asegurariamos que todo el CS y

UK se habrian eluido. Esto se corrobord por espectrofotometria.

De esta forma la secuencia que seguiria tras la activacidon de los

cartuchos seria la siguiente:

1) Lavado de los cartuchos con 8 mL de fosfato pH 7.0, 10 mM. El residuo

recogido se fira.
2) Elucién con 1.5 mL de metanol.
3) Evaporacion en placa hasta total sequedad.

4) Redisolucion del residuo obtenido con 500 ul de metanol:fosfato (pH
12.3, 1 mM) al 20% (V:V).

De esta forma, quedaba optimizado el proceso de extraccidn para que

posteriormente el CS y UK fuesen separados utilizando la EC.
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5.4. Estudios preliminares. Optimizacion de las condiciones de

separacion en ECZ.

Inicialmente se estudid la posibilidad de realizar la separacién por ECZ. El
pH de la disolucion del electrolito de separacion es un factor muy importante en
cuanto a la ionizacién de los grupos silanol de la pared del capilar y sobre las
movilidades de los compuestos que van a ser estudiados. Por esta razén, se llevd
a cabo un estudio de la influencia del pH en el electrolito de separacién en el
rango comprendido entfre 3.0 y 12.0 con el fin de evaluar las posibilidades de

separacion del CS y UK.

Entre los valores de pH comprendidos entre 3.0y 7.0, CS y UK estdn en su
forma catidnica debido a que a esos valores de pH se produce una protonaciéon
de los grupos amino de ambas moléculas y ademds los tiempos de migracién

del CS y UK eran menores que el del FEO.

En un intervalo de pH entre 8.0 y 9.0, CS y UK presentaban el mismo

tiempo de migracién que el FEO debido a que presentaban su forma neutra.

En el rango de pH comprendido enfre 10.0 y 12.0, los tiempos de
migracién de ambos compuestos son mayores que los del FEO, por lo tanto CS y

UK presentarian su forma aniénica en esas condiciones.

Un pH de 6.2 fue elegido para el estudio en ECZ, debido a que a valores
de pH mayores la resolucidn obtenida era muy pequena, de igual manera

ocurria para valores de pH menores al valor seleccionado.
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A un extracto de suero se le adiciond una cantidad conocida de CS y UK
y posteriormente la disolucidn resultante se inyectd en el equipo de electroforesis.
La separacién se llevd a cabo con una disolucion 30 mM de tampdn fosfato
(NaH2PO4/Na2HPO4) de pH 6.2 y con un voltaje de 25 kV a una temperatura de
25°C. Redlizada esta experiencia se pudo observar que los tiempos de migracién
para UKy CS eran 3.13 y 3.41 min, respectivamente, y que la resolucién obtenida
entre los dos picos no era satisfactoria. Ademds se pudo comprobar que el
tiempo de migracién del FEO no era reproducible a ese valor de pH. Por esas
razones se decidié utilizar la modalidad de electroforesis capilar electrocinética
micelar (ECEM).

5.5. Estudios preliminares en ECEM.

En este caso se utilizd SDS como agente micelar por ser el que mds
comUnmente se ha utilizado en ECEM para la separaciéon de este tipo de
compuestos. También se probaron el dcido deoxicdlico y Tween 20 como

agentes micelares, sin embargo no se encontraron resultados satisfactorios.

A la vista de los resultados anteriores y teniendo en cuenta la ionizacién
de los compuestos, se observd que se necesitaba un pH suficientemente bdsico,
por un parte, para que CS y UK adquirieran carga negativa y, por ofra parte

para que las micelas presentaran una migracién neta hacia el cdtodo que
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permitieran obtener un tiempo de andlisis razonable. Asi, para optimizar este
pardmetro, se readlizaron separaciones de una muestra acuosa (con 20%
Metanol) la cual contenia CS y su metabolito y una muestra del extracto del
suero al cual se le habia adicionado CS y UK utilizando como electrolito de
separacion diferentes disoluciones reguladoras de concentracién 30 mM
ajustadas a valores de pH 9.0, 10.0 y 12.3 (fosfato) y SDS de concentracién 30
mM. Estas separaciones se llevaron a cabo aplicando un potencial de 25 kV al

capilar de separacion y manteniendo una temperatura de 25°C.

Finalmente, se eligié el tampdn fosfato (Na2HPO4/NasPO4) de pH 12.3

para el estudio por las siguientes razones:

a) A este pH presenta una elevada capacidad de tfamponamiento ya

que tfiene un valor de pKasz de 12.0.

b) CS y UK adquieren carga negativa (teniendo en cuenta que el pKa
de ambos compuestos tienen un valor de 8.8). Para valores de pH
préximos a 9.0, tanto CS como UK presentan cierta fraccién de carga
positiva que da lugar a la formacién de un par idnico con el SDS. Este
par idnico interacciona con las paredes del capilar produciendo
tiempos de migracién mds largos y una resolucion relativamente

pobre.

c) Se minimizaron los tiempos de andlisis y se obtuvo buena resoluciéon

entre los picos.

Como se ve en electroferograma de la figura 5.1 los picos

correspondientes a CS y UK aparecen perfectamente separados entre si.
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Figura 5.1. Electroferograma de una muestra que contenia 2.25 mgl-' de UK y
1.68 mglL-1 de CS en un extracto de suero (condiciones de separacion. tampon fosfato 10
mMde pH 12.3 y 25 mM SDS; 25°C y 25kV)

5.6. Influencia de la concentracion del tampdn de separacion.

El efecto que produce sobre una separacion electroforética la variacion
de la fuerza idnica del medio no tiene por qué seguir una regla fija. En la gran

mayoria de los casos, un aumento de la concentracién de tampdn supone un

327



Capitulo 5

aumento en los tiempos de migracion, mejorando la resolucidon y evitando, en
algunos casos, distorsiones en los picos del electroferograma debido a la
supresion de los efectos de electrodispersién. Sin embargo, un aumento de la
concentracién del tampdn también ocasiona altas intensidades de corriente
que recorren el capilar generando mucho calor por efecto Joule lo cual puede

provocar el ensanchamiento de los picos y pérdida de resolucion.

Para optimizar este pardmetro, se prepararon diferentes disoluciones de
electrolito de separacion que contenian 30 mM de SDS y tampdn fosfato de pH
12.3 de concenfraciones variables entre 5 y 30 mM. Las separaciones
correspondientes, de una muestra de extracto de suero que contenia una
concentracién de 2.00 mg L' de cada uno de los compuestos, se realizaron a 25

kV 'y 25°C de temperatura en el capilar.

Tal y como se preveia del estudio realizado se podia decir que un
aumento en la concentraciéon del tampdn se traducia en un aumento en los
tiempos de migracion de CS y UK, ademds se pudo comprobar que los picos
obtenidos eran mds asimétricos a medida que aumentaba la fuerza idnica del
tampdn. Una concentracion de 10 mM de tampdn fosfato fue seleccionada
como Optima por mantener una buena resolucidén de pico y una corriente

pequena, lo cual consigue reducir el ruido de la linea base.

En la siguiente tabla se muestran los tiempos de migracién del FEO y de

los dos compuestos asi como la resolucidén obtenida:
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Tabla 5.1. Variacion de los tiempos de migracion con la concentracion de fosfato

Rs
fosfato (mM) (min) (min) (min)
5 3.14 4.65 4.92 4.65
10 3.45 5.03 5.27 495
20 3.85 5.84 6.12 5.27
30 413 6.50 6.85 5.56

5.7. Influencia de la concentracion de SDS.

Como se explicd en el capitulo de infroduccién tedrica, la modalidad de
cromatografia capilar electrocinética micelar se basa en la presencia en el
electrolito de separacién de un surfactante que tenga la capacidad de formar
agregados micelares. Tal como es el caso del dodecilsulfato de sodio (SDS), que

presenta esta capacidad a concentraciones superiores a 10 mM.

Cuando una muestra contiene analitos cargados, éstos se separan en
funcion de sus movilidades o en funcidn de sus intferacciones con las micelas

dependiendo de su carga y de la carga de las micelas.
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La influencia del SDS sobre el tiempo de migracién de los compuestos
estudiados se muestra en la figura 5.2. Todos los electroferogramas fueron
registrados utilizando un potencial de 25 kV, una temperatura de 25°C y un
electrolito de separacidén compuesto por tampdn fosfato de pH 12.3, 10 mM en
el gue la concentracion de SDS se fue variando desde 10 hasta 40 mM. Los
resultados muestran que la concentracion de SDS tiene un ligero efecto sobre Ia
movilidad del FEO a la vez que sobre la movilidad de los dos compuestos. Esa
variacién en los tiempos de migracién de estos dos compuestos se debe a que al
aumentar la concentracién de SDS se modifica también la fuerza idnica del
electrolito de separacion, disminuyendo el potencial zeta de la doble capa lo
cual provoca un ligero aumento de los tiempos de migraciéon del CS y UK.
Ademds un aumento en la concentracion de SDS provoca a su vez un aumento
de la fase seudo-estacionaria, lo cual conlleva un retraso en los tiempos de

migracién de los dos compuestos.

En vista de los resulfados de este estudio y para posteriores experiencias,
se selecciond como éptima una concentracién de 30 mM de SDS en el
electrolito, porque en estas condiciones se consiguen picos estrechos, bien

resueltos y en un tiempo de andlisis aceptable.
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Tabla 5.2. Variacion de los tiempos de migracion con la concentracion de SDS

Concentracién tm FEO tm UK tm CS ks
SDS (mM) (min) (min) (min)

10 3.64 4.99 5.04 1.02

20 3.65 5.24 5.40 2.98

30 3.68 5.56 5.85 5.08

40 3.70 5.91 6.32 6.96
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Figura 5.2. Influencia de la concentracion de SDS en los tiempos de migracion

5.8. Estudio de /a influencia del voltaje sobre la separacion.

Una vez optimizadas las variables quimicas de la separacion, abordamos

la optimizacién de las variables instrumentales comenzando con el voltgje.
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Cuanto mayor sea el voltaje aplicado mayores eficacias se obtienen vy
mds cortos tiempos de andlisis aunque ello conlleva una disminucion de la

resolucion, debida a la mayor produccién de calor.

En principio, el mdximo voltaje que se puede aplicar viene dado por el
punto en el cual se pierde la linealidad en la representacion de la Ley de Ohm,
es decir, la representacion de la intensidad que atraviesa el capilar relleno del
electrolito de separaciéon cuando se varia el voltaje desde valores muy bajos
hasta 30 kV. Este mdéximo valor depende de las caracteristicas de la disolucidn
tampdn, siendo los valores mds frecuentes para el trabajo en electroforesis
capilar voltajes hasta 30 kV, intensidades de corriente hasta 300 pA y potencias
hasta 6 W.

De igual manera, la aplicacion del voltaje requiere hacerlo de manera
gradual, es decir, aplicar una rampa lineal de voltaje. Se sabe que hay una
relacion directa entre voltaje aplicado y calor generado. Aplicando una rampa
de voltaje progresiva y adecuada se puede evitar un calentamiento brusco del
capilar, de manera gue se evite un calentamiento instantdneo de la zona de
muestra que provoque su dilatacién y, como consecuencia, la pérdida de la

misma.

Para optimizar el voltaje se llevaron a cabo separaciones utilizando como
electrolito de separacién una disolucion que contenia tampdn fosfato 10 MM de
pH 123 y SDS de concentracion 30 mM. Todos los electroferogramas se
registraron a 25°C, pero aplicando diferentes voltajes, comprendidos en el
intervalo de 5 a 30 kV (Tabla 5.3). La representacion grdfica de la Ley de Ohm
probd que existia linealidad entre voltaje aplicado y corriente generada hasta 15

kV, como se puede ver en la figura 5.3.
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Con el objeto de disminuir el tiempo de andlisis se llegd a una situacion de
compromiso, eligiendo un potencial de 25 kV ya gque la resolucidn entre los picos
era aceptable con una intensidad de corriente no muy elevada y tiempos de

andlisis aceptables.

100

Intensidad corriente (microamperios)

0 20 40
Voltaje (kV)

Figura 5.3. Influencia del voltaje en la corriente obtenida
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Tabla 5.3. Variacion de los tiempos de migracion y resolucion con el voltaje.

Voltaje tm FEO tm UK tm CS R
S
(kV) (min) (min) (min)
5 17.3 25.8 27.3 4.88
10 8.73 13.0 13.8 5.27
15 5.81 8.68 9.20 5.39
20 4.32 6.46 6.85 5.42
25 3.41 5.09 5.40 5.33
30 2.78 4.15 4.41 5.20

5.9. Efecto de la temperatura.

La temperatura se relaciona con la viscosidad del medio electroforético.
De este modo, un aumento de la temperatura disminuye la viscosidad, por lo
que aumenta la velocidad del FEO y, como consecuencia, la movilidad
aparente de los compuestos. Todo ello acorta el tiempo de andlisis, aunque a
veces a expensas de perder resolucion. El intervalo de trabajo suele oscilar entre
20 y 50°C vy, aungue es habitual trabajar a temperatura ambiente, lo mds

importante es mantenerla constante. Durante el proceso de separacion, se
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estudid el efecto de la temperatura en la migraciéon de los compuestos. Para
ello, se utilizé6 como electrolito de separacion una disolucidn que contenia
tampdn fosfato 10 mM de pH 12.3 y SDS de concentracidon 30 mM. Todos los
electroferogramas se registraron a 25 kV, pero a diferentes temperaturas,

comprendidas enfre en el intervalo de 20 a 35°C.

Como se preveia, un aumento de la temperatura produjo una
disminucién de los tiempos de migraciéon y, por consiguiente, del tiempo de
andlisis (ver tabla 5.4 y figura 5.4). También se observd que en todo el intervalo
de temperatura estudiado, los picos de CS y UK aparecian perfectamente
separados, si bien la mdaxima resolucion se producia a 30°C, volviendo a disminuir

esta a medida que aumentaba la temperatura de separacion.

Al igual que en el caso anterior hubo que encontrar una solucién de
compromiso que tuviera en cuenta dos factores, la resolucidon por un lado vy el
ruido de la linea base por otro. Finalmente, se selecciond como éptima una
temperatura de 25°C porque se consigue una resolucidén buena en un tiempo de

andlisis aceptable ademds de presentar menos ruido en la linea base.
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Tabla 5.4. Influencia de la temperatura

Temperatura tm FEO tm UK tm CS R
S
(°C) (min) (min) (min)
20 3.76 5.47 5.72 3.89
25 3.36 4.86 5.10 411
30 3.00 4.34 4.57 4.23
35 2.70 3.90 4.10 413
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Figura 5.4. Influencia de la temperatura en los tiempos de migracion.
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5.10. Influencia del tiempo de inyeccion de la muestra.

En este trabajo se siguid utilizando la inyeccién hidrodindmica por presion.
Para establecer la correspondencia con los tiempos de inyeccidn se utilizaron las
dreas de pico corregidas (APC). Estas APC se calcularon para cada compuesto

en el mdximo de absorbancia (230 nm), en este caso fue el mismo para los dos.

Para el proceso de separaciéon se utilizd como electrolito de separacion
una disolucién que contenia tampdn fosfato 10 mM de pH 12.3 y SDS de
concentracién 30 mM. Todos los electroferogramas se registraron a 25 kV y una
presidn de inyeccién de 0.5 psi, pero a diferentes tiempos de inyeccién de

muestra, comprendidas en el intervalo de 3 a 30 segundos (tabla 5.5).

Los resultados de las inyecciones se muestran en la figura 5.5.

Tabla 5.5. Influencia del tiempo de inyeccion en la resolucion.

Tiempo de inyeccién 3 5 7 10 15 20 25 30
(s)
Resolucién 4.66 438 4.00 3.30 2.62 2.74 2.20 1.10
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Figura 5.5. Estudio de los tiempos de inyeccion en funcion de las APC

Se puede observar que si se representa el drea de pico corregida frente
al fiempo de inyeccién, la respuesta es proporcional. Sin embargo, la ordenada
en el origen es significativamente distinta de cero debido al fendbmeno de
“inyeccidon espontdnea” que sucede por el simple hecho de introducir el capilar
en un vial repleto de disolucién (177). En este estudio, se aprecidé que tanto para
CS como para UK las ordenadas en el origen difieren significativamente de cero.

También se pudo observar como al aumentar el tiempo de inyeccion disminuia
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la resolucién de los picos, por esa razén se eligi® como tiempo optimo de

inyeccion de muestra 7 segundos.

5.11. Condiciones quimicas e instrumentales finales.

El estudio precedente permitid establecer las condiciones éptimas para la
calibraciéon, es decir, para redlizar la cuantificacién de CS y UK. La corriente
generada bajo las condiciones seleccionadas fue de 68 pA y el tiempo de
andlisis 7 minutos. Las condiciones finales se resumen en la tabla 5.6 y en estas

condiciones se registré el electroferograma de la figura 5.6.

Tabla 5.6. Condiciones finales

Electrolito de separacion 10 mM tampdn fosfato de pH 12.3
30 mM SDS
Voltaje 25 kV
Temperatura 25°C
Tiempo de inyeccién 7 segundos
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Figura 5.6. Electroferogramas de una muestra de extracto de suero libre de compuestos y
una muestra que contenia 2.25 mgl-1 de UK y 1.68 mgl-! de CS en extracto de suero

obtenidos con un electrolito compuesto por tampon fosfato 10 mM de pH 12.3 y 25 mM
SDS; 25°Cy 25 kV.

5.12. Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccidn y cuantificacion fueron hallados en funcién de la

linea base o nivel de ruido de un electroferograma tipo que se obtuvo
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inyectando una disolucion (i = 7 s) que no contenia ninguno de los analitos y
estaba constituida Unicamente por un extracto de suero. Este electroferograma
sirve de referencia para medir el nivel de ruido expresado en forma de unidades
de absorbancia (UA) a la longitud de onda correspondiente al mdximo de
absorcion (230 nm). A continuacion se inyectd otra disolucién de un extracto de
suero (i = 7 s) que contenia a los dos compuestos, cada uno en una
concentracion de 4.80 y 4.90 mgL! de CS y UK, respectivamente. Entonces se
midié la altura de cada pico, a la longitud de onda correspondiente, en
unidades de absorbancia. Conocidos estos valores y la concentracién a la que
correspondian, se compararon con los datos de unidades de absorbancia
pertenecientes al electroferograma tipo para obtener, finalmente, tanto los
limites de deteccion como los de cuantificacidon de la forma descrita en el

capitulo 3. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 5.7.

Tabla 5.7. Limites de deteccion y cuantificacion

COMPUESTO LD (mgl-1) LC (mglL-)
cs 0.28 0.91
UK 0.29 0.96
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5.13. Calibrado y estudio estadistico

Para evaluar la respuesta frente a la concentracion se hicieron cinco
calibrados a lo largo de un dia y, después, se realizaron cinco calibrados durante

cinco dias consecutivos.

Considerando los calibrados que se efectuaron dentro de un mismo dia,
se prepararon cada uno de ellos de manera aislada y con seis valores de
concentracién para cada uno de los analitos, 0.71, 1.40, 2.08, 2.75 y 3.41 mg L
para CSy 0.95, 1.88, 2.79, 3.68 y 4.57 mg L' para UK.

Al igual que con los tiempos de inyeccién, la respuesta evaluada para el
estudio del comportamiento lineal con la concentracion fueron las APC de cada
uno de los compuestos calculadas sobre los electroferogramas registrados a la

longitud de onda caracteristica de 230 nm.

Las disoluciones patrones se preparon anadiendo las cantfidades
necesarias de los compuestos al extracto de suero hasta alcanzar las
concentraciones deseadas. Las condiciones de operacidén fueron las
mencionadas en la tabla 5.6 con un fiempo de inyeccidn constante de 7

segundos.

La precisibn dentro de un mismo dia se evalud, por tanto, en base a
cinco calibrados llevados a cabo el segundo dia del estudio. Las ecuaciones de
regresion lineal fueron calculadas para cada uno de los cinco calibrados vy
quedan reflejadas en la tabla 5.8 (o = 0.05). Ademds, los valores de desviaciéon

estandar relativa (DER) entre las pendientes son de 6.40 % para CS y 3.37 % para
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UK. La tabla 5.9 muestra los valores medios y las DER dentro de un mismo dia

para las distintas concentraciones empleadas de los dos compuestos.

Se llevé a cabo el andlisis de varianza (test ANOVA) para comparar las
diferentes ecuaciones de las rectas calibrado realizadas a lo largo de cinco dias
distinfos. En general, es una medida estadistica de error, evaludndose éste al
desglosar la variacion total en sus distintas fuentes de error. En la precision de un
método andlitico, principalmente contribuyen la variacién entre los distintos

calibrados y la variacion de cada muestra dentro de los calibrados (178).

La tabla 5.10 muestra el andlisis de varianza para la comparacién de las
rectas de calibrado individuales que permiten juzgar estadisticamente la
viabilidad de la recta de regresion. Si el valor de Fi experimental es menor que el
valor tedrico, la desviacion de los calibrados individuales sobre la recta global no
es significativa y si el valor de F2 es menor que el tedrico quiere decir que no
existen diferencias significativas entre las pendientes individuales y su media se
puede tomar como la pendiente representativa. Como se puede apreciar, las
variables experimentales de los estadisticos Fi y F2 son inferiores a los tedricos,
deduciéndose que ninguna recta se aparta significativamente de la recta global
(F1) y que la pendiente es representativa de todas la rectas (Fz2). Por esa razén las
dos rectas de calibrado representativas para UK y CS, respectivamente pueden

ser:

APC =5.50 + 181.68 Cu r2=0.998

APC =33.29 + 187.44 Ccs r2=0.999
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Los valores de DER para las pendientes fueron 2.72 y 4.10 % para CS y UK,

respectivamente, lo cual confirma que la precision de las pendientes entre dias

es aceptable. Los valores de DER son bastante aceptables para muestras

bioldgicas y demuestran la robustez del método.

Tabla 5.8. Rectas de calibrado para un mismo dia

UK Ecuaciones R?
Calibrado 1 ACP =35.07 + 180.15 Cu 0.999
Calibrado 2 ACP =24.10+181.85 Cu 0.999
Calibrado 3 ACP =13.42 + 190.15 Cw 0.997
Calibrado 4 ACP =19.06 + 178.15 Cuk 0.997
Calibrado 5 ACP =28.73+179.75 Cuw 0.996

CS Ecuaciones R?
Calibrado 1 ACP =50.53 +170.15 Ccs 0.995
Calibrado 2 ACP =22.18 + 182.33 Ccs 0.999
Calibrado 3 ACP =-11.07 + 190.38 Ccs 0.999
Calibrado 4 ACP =36.53 + 175.04 Ccs 0.993
Calibrado 5 ACP =43.87 + 181.99 Ccs 0.993
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Tabla 5.9. Valores medios y DER

Concentracién

(mg L) Media DER

0.95 (n = 5) 184.00 4.89

1.88 (n = 5) 375.20 3.42

UK 2.79 (n=5) 528.80 521
3.68 (n =5) 704.20 2.53

4.57 (n=5) 836.60 3.15

0.71 (n=5) 151.40 7.14

1.40 (n = 5) 293.80 7.43

cs 2.08 (n = 5) 394.80 3.06
2.75 (n = 5) 535.40 3.86

3.41 (n=15) 642.40 3.47
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Tabla 5.10. Andlisis de varianza. Comparacion de las rectas de regresion.

Suma de Grados de Media
Fuente de variacién cuadrados libertad cuadrdtica
UK CS UK CS UK CS
Desviacion denftrodelos | ;15704 | 311198 12 | 12 |598.15 | 259.33
calibrados
Diferencias entre los 61479 | 76812 | 3 3 | 204.93 | 256.04
coeficientes de regresion
Desviaciones entre los | 5,19 57 | 440841 | 4 6 | 8688373477
calibrados individuales
Desviacion fotal sobre el | 1,300 03| 750050 | 18 | 18 | 68838 | 417.81
calibrado global
F 1(exp) F 1(teor) F 2(exp) F 2(teor)
UK 1.45 3.00 0.34 3.49
Cs 2.83 3.00 0.99 3.49

5.14. Aplicaciones

Finalmente, para comprobar la validez del método se tomaron por

friplicado muestras de suero a las que se anadieron los dos compuestos a
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distintos niveles de concentracién y en distintas proporciones y se procedidé a la
determinacion cuantitativa de UK y CS en las diferentes muestras utilizando el
método propuesto. En todo momento los porcentajes de recuperacién fueron
calculados con respecto a una muestra patrén. Las disoluciones de muestra
patrén se prepararon anadiendo las cantidades necesarias de los compuestos all

extracto de suero hasta alcanzar las concentraciones deseadas.

Se redalizaron las separaciones en las condiciones finales seleccionadas y
se registraron los electroferogramas para su posterior andlisis. Se utilizaron para

cuantificar las APC a 230 nm.

En la tabla 5.11 se muestran las recuperaciones obtenidas de las muestras
sintéticas preparadas en el laboratorio. Estas recuperaciones son la media de fres
valores ya que cada muestra se prepard por triplicado. Como se puede ver,
todas las recuperaciones estuvieron proximas al 100 %, dentro de la precision que

se espera para la determinacion de cada uno de los compuestos.

Tabla 5.11. Recuperaciones obtenidas en las muestras preparadas en el laboratorio.

UK CS
Concentracién (mg L) 3.07 2.29
M1
Recuperaciéon % 104 99.7
Concentracién (mg L) 1.16 0.84
M2
Recuperacién % 98 96
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Con el objeto de mejorar la sensibilidad alcanzada en la determinacién
tfanto de citrato de sildenafilo como de su principal metabolito en suero, se
procedié al estudio de la aplicacion de métodos de preconcentracion en el
interior del capilar como puede ser la técnica de inyeccién de amplificacién de

campo.

6.1. Condiciones de operacion

En el transcurso de este estudio se utilizaron viales de dos tipos, para los
electrolitos de separacién y para el NaOH se utilizaron viales de vidrio de 2 mL de

capacidad y para las muestras de suero viales de 200 ulL de polipropileno.

Como en el capitulo anterior, con el objetivo de mantener el nivel de
electrolito constante en el vial de separacién situado en el polo anddico y evitar
en lo posible el efecto de sifdn, se utilizaron tres viales con electrolito, uno situado
en el dnodo para lavar el capilar antes de cada separacion y ofros dos (uno en

el dnodo y otro en el catodo) para realizar la separacion.

El capilar utilizado para todo el estudio era de silice fundida de una
longitud de 60 cm (50 cm hasta el detector) y un didmetro interno de 75 um vy
estaba montado dentro de una carcasa que presentaba una ventana de
deteccién de 800 x 100 um. Llegado el momento de establecer los limites de
deteccién y cuantificacién, y con el fin de aumentar la sensibilidad del método,

se utilizd un capilar de las mismas caracteristicas que el primero en cuanto a
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longitud y didmetro interno, pero con una burbuja en la celda de deteccién que
presentaba un didmetro interno de 200 um. Con esta burbuja se consigue
aumentar la longitud de paso dptico unas tres veces, con lo que la senal
(absorbancia) aumenta considerablemente y se pueden reducir los limites de
deteccién y cuantificacién. Teniendo en cuenta la ley de Lambert Beer un
aumento en la longitud de paso Optico supone un incremento de la
absorbancia. Pero, en contrapartida, habrd que controlar la resolucion, que

disminuye, y tener en cuenta que estos capilares suponen un coste adicional.

El capilar nuevo (en principio sin burbuja) se acondiciond para activar su
superficie interna con un método inicial que incluia un lavado con NaOH, otro
con agua vy, por Ultimo, una inyeccidon de agua (inyeccion hidrodindmica, por
presion) para realizar la separacién a 25 kV y 25°C con tampdn de separacién
(10 mM fosfato de pH 12.3 y SDS de concentracién 30 mM).

En el método optimizado se realizaron unos lavados previos a las
separaciones con el electrolito de separacién. Después se llevd a cabo la
inyeccién de un gran volumen de muestra a baja presidon (hidrodindmica), a
continuacién se aplicé un potencial de =25 kV (inversidén de polaridad) durante el
fiempo necesario para que la corriente alcanzara el 95% del valor inicial y por

Ultimo, se llevd a cabo la separacidon aplicando un potencial de 25 kV.

Con el objeto de rebdgjar los LD y LQ nos propusimos un método que
permitiera la preconcentracion del CS y UK dentro del capilar, esto unido a la
utilizacion del capilar de burbuja y a procesos de extraccion en fase sdélida
permitiia la cuantificacion de los compuestos estudiados a nivel de

concentracién en el suero.
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Debido a que los dos compuestos son aniones a pH bdsico utilizamos el
método descrito por Burgi y Chien (179) para la preconcentracion de aniones
usando grandes volUmenes de inyeccidon que pueden llegar a ser hasta el 50%
de la longitud del capilar, si el analito fiene una movilidad la mitad de la del FEO.
La cantidad mdxima de muestra que puede ser inyectada sin pérdida de

resolucion viene dada por la siguiente ecuacion:

%L = H1 %100
HrEo
Esta expresidon establece la relacién entre la movilidad de los iones y la movilidad

del flujo electroosmético.

Supongamos que se ha inyectado por el lado anddico un gran volumen
de una muestra, disuelta en un tampdn diluido, formada por aniones y cationes.
Si invertimos la polaridad de los electrodos después del proceso de inyeccidn y
aplicamos una diferencia de potencial enfre ambos electrodos, debido a la
diferencia de conductividad entre la zona de muestra y el tampdn de
separacion, los aniones se preconcentran en la parte posterior de la zona de
muestra y los cationes en la parte anterior de la zona de muestra. Al existir un FEO
gue impulsa al electrolito hacia el extremo catddico, los cationes y el electrolito
gue compone la muestra serdn expulsados del capilar. Cuando todo el
disolvente de la muestra sea prdcticamente expulsado del capilar se vuelve a

invertir la polaridad y se iniciard el proceso de separacion. (Figura 6.1)
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Figura 6.1. Preconcentracion de una muestra. A) Inyeccion de la muestra. B) Inversion de
la polaridad. C) Tiempo de preconcentracion. D) Separacion.

Un aspecto muy importante es saber cuando se ha expulsado el
disolvente de la muestra. Esto nos permitird conocer el momento exacto en el
que se debe invertir la polaridad de los electrodos. Para ello se rellena

inicialmente Unicamente con el electrolito de separacién y se aplica el voltaje
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de separacién durante unos minutos midiéndose la intensidad de corriente que

pasa por el capilar. Posteriormente, procederemos a inyectar la muestra, invertir

la polaridad y aplicar el voltgje. En cada momento iremos comparando la

intensidad de corriente que pasa por el capilar con la intensidad de corriente del

capilar relleno Unicamente con tampdn. Primeramente la corriente serd inferior y

posteriormente ird aumentando a medida que se elimina del capilar el

disolvente de la muestra, cambidndose la polaridad cuando se alcanza una

corriente del 95% con respecto al valor de referencia.

estudio queda reflejado en la tabla 6.1.

Un resumen del método de separacion que se ha propuso para este

Tabla 6.1. Método de separacion

|

PASOS‘ FUNCION ‘ VALOR | DURACION ‘ VIALES ‘ RESUMEN |
1 | Lavado | | 2 min | Electrolito 1 | 20 psi |

2 ‘ Inyeccién ‘ | 275s ‘ Muestra ‘ 0.5 psi |

3 l Preconcentracion l -25kV | 935 l Electrolito 2 | Rampa 0.17 kV/min |
4 ‘ Separacion ‘ 25 kV | 6 min ‘ Electrolito 2 ‘ Rampa 0.30 kV/min |
5 ‘ Autocero ‘ | ‘ ‘ |

: | |

Final ‘ | 6 min

Electrolito 1: Vial de lavado en el polo anddico

Electrolito 2: Viales de electrolito, uno en el dnodo y otfro en el cdtodo
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En todos los casos las dos primeras inyecciones de una secuencia no se
fienen en cuenta por considerar que el equipo debe equilibrarse antes de

empezar a proporcionar resultados fiables.

6.2. Condiciones de medida

La identificacion y cuantificacion del citrato de sildendfilo y su principal
metabolito se realizd utilizando el detector de diodos en linea en un rango de
longitudes de onda de 190 a 315 nm. En todos los casos se registraron los
electroferogramas tfridimensionales, por lo que es posible conocer el espectro de
cada pico y conocido el espectro, se podrd seleccionar la longitud de onda de
mdxima absorbancia que se utilizard tanto en las medidas necesarias en los
estudios preliminares como en las medidas necesarias para la cuantificacion.
Como ya se especificd en el capitulo anterior la longitud de onda seleccionada

fue de 230 nm para ambos compuestos.
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6.3. Estudios preliminares

El objefivo de estos estudios es encontrar aquellas condiciones que
aseguren una mayor sensibilidad para la determinacién de citrato de sildenafilo
y su principal metabolito (UK-103,320) en suero humano. En este caso se ha
empleado una técnica de preconcentracidén por amplificacién de campo, la
cual nos permitird detectar cantidades inferiores. Esta técnica se basa en el
hecho de que la velocidad del idn en estudio depende linealmente del campo
eléctrico del medio en el que se encuentre. En funcidn de tal hecho se dispone
la muestra en un medio de conductividad eléctrica distinta a la de la disolucién
electrolitica de separacion. Aprovechando el fendmeno de esta diferencia de
conductividad entre la muestra y el medio de separacién se pueden inyectar

grandes volUmenes de muestra en el interior del capilar.

En el anterior capitulo se estudié la separacidén de estos dos compuestos
mediante ECEM. Para ello se utilizd SDS como aditivo micelar y el tampdn fosfato

(Na2HPO4 - NasPOs) de pH 12.3 por las siguientes razones:

- A este pH presenta una elevada capacidad de famponamiento
(pKas=12.0).

- Los dos compuestos adquieren carga negativa.

- Se obtuvieron buena resolucidn entre los picos y tiempos de andlisis

aceptables.

En orden a presentar una comparacion visual entre los dos métodos de

electroforesis capilar descritos en esta memoria para CS y UK en suero, la figura
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6.2 muestra los electroferogramas obtenidos mediante el método directo y el de
amplificacién de campo para una muestra que contenia 400 pg L' de UKy CS
en un extracto de suero. Comparando estos dos métodos de separacién se
puede observar como se aumentd la sensibilidad cuando se utiliza la técnica de
preconcentracion por amplificacion de campo (la sehal obtenida era hasta

veinte veces mayor que en ECEM).

En los siguientes apartados se muestran como se fueron optimizando los
diferentes pardmetros quimicos e instrumentales que influyen en el método de
amplificacién de campo para la determinacién y cuantificacién de estos dos
compuestos de interés en suero.

20000.00 —

20000 — | (b)
16000.00 — ’1\ ”

] I
| |

10000 —

mUA

0.00 2.00 4.00 6.00
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Figura 6.2. Electroferogramas de una muestra que contenia 400 ug L7 de UK y CS en un extracto de
suero. (a) Condiciones de separacion ECEM: 10 mM tampdn fosfato de pH 12.3 y 25 mM SDS; 25°C y
25 kV, tiempo de inyeccion 7 s. (b) Condiciones de separacion método amplificacion de campo:
tiempo de inyeccion 275 s, tiempo de polaridad reversa 93 s, 15 mM tampon fosfato de pH 12.3 y 25
mM SDS, 25°C y 25 kV.
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6.4. Influencia de la fuerza ionica en la muestra

Como ya se comentd anteriormente la muestra se debe disponer en un
medio de conductividad eléctrica o fuerza idnica distinta a la del tampdn de
separacion. De esta manera, el idn migrard a una velocidad mds alta hasta que
sobrepase la interfase entre la matriz de la muestra y el electrolito de separacion.
En este momento su velocidad disminuird porque se encuentra en un campo
eléctrico de intensidad mds baja. Por tanto, se puede concluir que el efecto
lineal es que el anadlito se focaliza en una zona estrecha en la interfase.
Atendiendo a este fendmeno siempre interesa inyectar a la muestra en un medio

con una conductividad lo mds baja posible.

Para redlizar este estudio se prepararon muestras que contenian UK
(80 ug L) y CS (80 pug L) en un extracto de suero. Las muestras de extracto de
suero fueron disueltas en diferentes concentraciones de tampdn fosfato (0.5 -10

mM) las cuales contenian un 20% metanol.

Del estudio realizado se puede decir que para concentraciones mayores
de 5 mM en fosfato se producia un solapamiento de los picos de los dos
compuestos de interés. Una concentracién de 1 mM de tampdn fosfato fue

seleccionada como dptima por mantener una buena resolucion entre los picos.

En la siguiente tabla se muestran los tiempos de migracién del FEO y de

los dos compuestos asi como la resolucién obtenida:
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Tabla 6.2. Influencia de la fuerza ionica en la muestra

Concentracién tm FEO tm UK tm CS R
S
fosfato (mM) (min) (min) (min)
0.5 3.42 4.92 5.08 3.16
1 3.45 4.93 5.09 3.17
3 3.44 4.87 5.02 2.90
5 3.43 4.85 5.01 1.80
8 3.44 4.83 4.99 1.05
10 3.45 4.80 4.97 0.98

6.5. Influencia de /a concentracion del tampon de separacion

Teniendo en cuenta todos los efectos que tienen tanto las altas como las
bajas concentraciones de tampdn sobre el capilar y las especies que en su
interior se mueven (180,181), se tendrd que seleccionar aquella concentracién

de tampdn donde la suma de efectos positivos y negativos favorezcan a la

separacion.

Se ensayaron concentraciones comprendidas enfre 5 y 30 mM de

tampdn fosfato de pH 12.3 y 25 mM de SDS. Las separaciones correspondientes
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de una muestra de extracto de suero que contenia una concentracidon de
80 ug L' de cada uno de los compuestos, se realizaron a 25 kV y 25°C de
temperatura en el capilar, manteniendo siempre una presion de 0.5 psi y 275

segundos para la inyeccién de la muestra.

Como cabia esperar, a medida que la concentracién iba aumentando,
se producia un incremento en los tiempos de migracion (figura 6.3) y de la
intensidad de corriente, lo cual aumentaba los tiempos de andlisis
manteniéndose la resolucién entre los picos. Una concentracidén de 15 mM de
tampdn fosfato fue seleccionada como dptima por mantener una resolucién
adecuada y una corriente pequena, lo cual consigue reducir el ruido de la linea

base.
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Figura 6.3. Influencia de la concentracion del tampon fosfato sobre los tiempos de
migracion.

6.6. Influencia de la concentracion de SDS

El infervalo de concentraciones de SDS analizado estuvo comprendido

entre 20 y 35 mM y se pudo comprobar como el SDS apenas afectd a la
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movilidad del FEO, pero afectd de una forma critica a la resolucion de los dos
compuestos en estudio (Figura 6.4). Esto es debido a la hidrofobicidad vy
repulsiones electrostdticas que presentan los compuestos estudiados y las
micelas, ya que estdn cargados negativamente a este valor de pH. La
concentracién finalmente seleccionada fue 25 mM en funcién de la resolucion y

los tiempos de andlisis.

24
i A tmCS o
—_ 5.5 4+ tm FEO
c 5 =
'E @® Resolucion[— 2.0
E -
'g 5.0 = §
— [&]
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Concentracion de SDS

Figura 6.4. Influencia de la concentracion de SDS sobre los tiempos de migracion la
resolucion.

363



Capitulo 6

6.7. Optimizacion del voltaje de separacion

Como ya se ha expuesto anteriormente, cuanto mayor sea el voltaje de
separacion aplicado, mayor serd la eficacia obtenida y mds cortos serdn los
tiempos de andlisis aunque ello puede conllevar una disminucién de la

resolucion, debida a la mayor produccidn de calor.

Para optimizar este pardmetro se prepardé una muestra de extracto de
suero que contenia 80 ug L' de cada uno de los compuestos en estudio con una
concentracién 1 mM de tampdn fosfato y 20% en metanol. Se realizaron
separaciones variando el voltaje entre 5 y 30 kV y con los valores de intensidad
de corriente se realizé la representacion gréfica de la ley de Ohm (figura 6.5), en
la que se pudo comprobar que existia linealidad hasta 15 kV. Con objeto de
disminuir el tiempo de andlisis se llegd a una situaciéon de compromiso, eligiendo
un potencial de 25 kV ya que la resolucién entre los picos y el ruido de la linea
base eran aceptables con una intensidad de corriente no muy elevada y

tiempos de andlisis aceptables.
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Figura 6.5. Influencia del voltaje en la corriente generada.

6.8. Estudio de /a influencia del voltaje y tiempo de preconcentracion en

la etapa de inversion de polaridad

a) Optimizacién del voltaje de la fase de preconcentracién por inversién de

la polaridad.

Una vez optimizado el voltaje de separacion realizamos la optimizacion
del voltaje aplicado en la fase de preconcentracion. Como era de esperar, d

medida que el voltaje era mayor el tiempo que se aplicaba el voltaje de
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preconcentracién debia de ser menor (95% de la corriente mdéxima), esto es
debido a que la velocidad electroforética de los compuestos es proporcional al
voltaje aplicado (tabla 6.3). Por ello si el tiempo permanece constante los
analitos serdn expulsados del capilar. Aunque en algunos textos bibliogr&ficos se
recomienda trabajar en esta etapa a un voltaje inferior al de separaciéon (163),
en nuestro caso esto no fue asi, seleccionando -25 kV como valor dptimo porque

se consigue una separacion rdpida, con buena resolucion y una linea base sin

perturbaciones.

Tabla 6.3. Variacion de los tiempos de expulsion, migracion y resolucion con el voltaje de

la fase reversa.

Voltaje Tiempo tm FEO tm UK tm CS Rs

(kV) expulsion (s) (min) (min) (min)

-5 210 3.13 4.59 4.79 1.27
-10 105 3.30 4.75 4.92 1.71
-15 70 3.42 4.90 5.05 1.82
-20 52 3.47 4.96 5.11 2.72
-25 42 3.45 4.95 5.10 3.25
-30 35 3.44 4.91 5.07 2.58
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b) Influencia del tiempo de preconcentracion en la etapa de inversion de la

polaridad.

Una vez que se ha infroducido la muestra, la siguiente etapa es focalizar
la muestra en una parte del capilar, es decir, realizar la preconcentracion, ya

qgue de esta manera eliminamos electrolito de la muestra.

Se denomina tiempo de preconcentracion al tiempo durante el cual se
puede aplicar un voltaje con la polaridad inversa sin que esto conlleve la

expulsiéon del analito.

La optimizacidén de este pardmetro es clave ya que si es demasiado
elevado puede conllevar la pérdida del analito. Para encontrar el tiempo
adecuado, se propone lo siguiente: inicialmente se mide la corriente generada
en el electrolito de separacién utilizado (lo) al voltaje de separacién optimizado
previamente. El procedimiento de trabajo cuando se utiliza la técnica de
amplificacién de campo consiste en realizar la inyeccién de la muestra durante
un tiempo lo suficientemente largo para rellenar el capilar en forno a un 50% de
su longitud fotal. Una vez infroducido el analito, se procede a aplicar un voltaje
de polaridad inversa, con objeto de expulsar del interior de nuestro capilar parte
de la matriz infroducida (cationes y electrolito de la muestra) pero no nuestro
analito de carga negativa. El tiempo de expulsidon se optimiza de modo que la
intensidad de corriente alcanzada llegue a un valor correspondiente al 95% de la
intensidad lo. Este seria el fiempo necesario para lograr la preconcentracion sin la
expulsién del analito del capilar. Por Ultimo, es necesario cambiar de nuevo la
polaridad para realizar la separacién de los compuestos. En nuestro caso, 93 s
fue el tiempo de expulsion seleccionado teniendo presente que la inyeccién de

la muestra se habia realizado durante 275 s y con una presién de 0.5 psi.
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6.9. Influencia del tiempo de inyeccion de la muestra

El tiempo de inyeccién fue optimizado con el fin de mejorar los limites de
deteccién en suero humano. Segun los trabajos de Burgi y Chien (179) el tiempo
mdaximo de inyeccién para un analito viene determinado por su movilidad segin

la expresiodn:

%L =1 %100

Hreo

Este cdlculo estd basado en las diferentes movilidades que presentan el
analito y el FEO, asi por ejemplo, si se inyectara 125 s, a una presion de 0.5 psi, se
rellenaria una longitud mdxima de 14.2 cm, esto representa aproximadamente el
28% de la longitud total del capilar (utilizando un capilar de 60 cm de longitud

totaly 75 um D.L.).

Sin embargo, en la prdctica es mds facil rellenar la totalidad del capilar
utilizando diferentes tiempos de inyeccién y a continuacién realizar la fase de
preconcentracion siguiendo el procedimiento que se ha detallado en el
apartado anterior. De esta forma se puede optimizar la mdxima capacidad de
carga que permite nuestro sistema, teniendo en cuenta que estamos tfrabajando

con un extracto de un fluido bioldgico.

Para realizar esta experiencia se utilizé como electrolito de separacion
una disolucidon que contenia tampdn fosfato 15 mM de pH 12.3 y SDS 25 mM.
Todos los electroferogramas se registraron a 25 kV y una presién de inyeccién de

0.5 psi, pero a diferentes tiempos de inyeccion de muestra, comprendidos en el
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intervalo de 100 a 300 s (tabla 6.4). Se eligid como tiempo éptimo de inyeccién

275 s en base a la resolucion obtenida entre los picos y la intensidad de la senal

obtenida (APC).

Tabla 6.4. Estudio de los tiempos de inyeccion

Tiempo Volumen Long. capilar % Longitud UK cs
inyeccion  inyectado rellenado total del Rs
APC APC

(s) (nL) (cm) capilar

100 500 11.3 22.7 4231 4325 1.90
150 750 17.0 34.0 7876 9264 1.94
200 1000 22.7 45.3 10346 10702  1.95
210 1050 23.8 47.6 10546 11275  1.95
250 1250 28.3 56.7 11862 12089  2.04
275 1375 31.2 62.3 13521 13982  2.06
300 1500 34.0 68.0 11797 14325 1.80
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6.10. Condiciones quimicas e instrumentales finales

Una vez estudiada la

instrumentales caracteristicos de la técnica se seleccionaron como valores
6ptimos los que se muestran en la tabla 6.4. Tales condiciones fueron utilizadas
para establecer la linealidad de la respuesta frente a la concentracién, la

precision del método, asi como para establecer los limites de deteccion y

cuantificacion del método.

El electroferograma representado en la figura 6.6 se obtuvo bajo las

condiciones finales a la longitud de onda de 230 nm (md&ximo de absorbancia

de estos compuestos).

influencia de los pardmetros quimicos

Tabla 6.4. Condiciones finales

Electrolito de separacién

Voltaje
Temperatura
Tiempo de inyeccién

Etapa de preconcentracion

tampodn fosfato 15 mM de pH 12.3
25 mM SDS
25 kV
25°C
275s

-25kVy93s
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Figura 6.6. Electroferogramas de una muestra de extracto de suero libre de compuestos y
una muestra que contenia 82 ugl-' de UK y CS en extracto de suero obtenidos con un
electrolito compuesto por tampon fosfato 15 mM de pH 12.3 y 25 mM SDS. 25°C, 25 kV,
275s inyeccion 93 s expulsion.

6.11. Limites de deteccion y cuantificacion

Se calcularon, como ya se describid en el capitulo anterior, en funcién del

nivel de ruido del electroferograma. De esta, forma se inyectd una muestra de
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suero (sin los compuestos de interés) sometida al mismo proceso de extracciéon
gue la muestra que iba a contener a los compuestos en estudio y que serviria de
referencia para comparar el nivel de ruido del electroferograma en blanco con
la senal del electroferograma obtenido después de inyectar la muestra con CS y
UK. Dicha muestra contenia 81.7 y 81.3 ug L' de CS y UK, respectivamente, en el
extracto final de suero. Los limites de deteccidén y cuantificacion calculados

aparecen en la tabla 6.5.

Tabla 6.5. Limites de deteccion y cuantificacion

Compuesto LD (ng L) LC (ng L)
CS 17.0 56.1
UK 17.0 56.1

Con la intencion de rebajar los limites de deteccién y cuantificacion, se
realizd el mismo fratamiento, pero esta vez con el capilar de burbuja (longitud
total 60 cm, 50 cm hasta el detector, didmetro interno del capilar 75 pm y 200 pm
de didmetro interno en la celda de deteccion de la burbuja). Se inyectaron las
dos muestras (blanco y problema) y se volvieron a calcular los limites
obteniéndose los resultados que se resumen en la tabla 6.6. Como se puede

observar los limites de deteccién y cuantificacion se redujeron a la mitad.
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Tabla 6.6. Limites de deteccion y cuantificacion

Compuesto LD (ug L") LC (ng L)
Cs 8.0 26.4
UK 8.0 26.4

6.12. Calibrado y estudio estadistico

Para evaluar la respuesta frente a la concentracién se hicieron cuatro

calibrados durante cuatro dias consecutivos.

Considerando los calibrados que se efectuaron en un dia, se prepard
cada uno de ellos de manera aislada y con cinco valores de concentracién
para cada uno de los analitos, 82.0, 238.0, 386.0, 503.0 y 614.0 ug L'! para CS y UK.

Al igual que con los tiempos de inyeccién, la respuesta evaluada para el
estudio del comportamiento lineal o no con la concentraciéon fueron las APC de
cada uno de los compuestos calculadas sobre los electroferogramas registrados

a la longitud de onda caracteristica de 230 nm.

Las disoluciones patrones, al igual que el capitulo anterior, se prepararon

anadiendo las cantidades necesarias de los compuestos al extracto de suero
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hasta alcanzar las concentraciones deseadas. Las condiciones de operacién
fueron las mencionadas en la tabla 6.4 con un tiempo de inyeccion constante

de 275 sy un tiempo de expulsidn de 93 s.

En las figuras 6.7 y 6.8 se representan las dreas corregidas medidas en el
mdaximo de absorbancia de cada de los compuestos frente a las

concentraciones.

6000.0
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1
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Concentracion UK (ng/mL)

Figura 6.7. Recta de calibrado UK
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Figura 8. Recta de calibrado CS

La precision dentro de un mismo dia se evalud en base a los valores de
concentracién para UK y CS utilizados en el calibrado realizado el primer dia. Los
valores de desviacion estandar relativa (DER) se muestran en la tabla 6.7 (a =
0.05) asi como los valores medios de APC. Como se puede observar, las DER no
son nunca superiores al 8.7, lo cual nos demuestra la precision para analizar estos

compuestos en suero humano.

Se llevd a cabo el andlisis de varianza (test ANOVA) para comparar las
diferentes ecuaciones de las rectas de calibrado realizadas a lo largo de cuatro

dias distintos. En general, como ya se dijo en el capitulo anterior es una medida
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estadistica de error, evaludndose éste al desglosar la variacion total en sus

distintas fuentes de error.

Tabla 6.7. Valores medios DE y DER.

i Media

Conc(::g}rsmon o DE DER

82 (n=95) 619.00 53.65 8.67

238 (n=5) 1800.75 30.16 1.67

UK 386 (n=5) 2850.25 62.49 2.19
503 (n=5) 3671.75 132.74 3.62

614 (n=5) 4674.50 254.76 5.45

82 (n=5) 594.75 39.50 6.64

238 (n=5) 1664.00 46.53 2.80

Cs 386 (n=5) 2636.25 107.92 4.09
503 (n=5) 3472.50 33.43 0.96

614 (n=5) 4191.50 207.97 4.96
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Tabla 6.8. Rectas de calibrado para dias consecutivos

UK Ecuaciones R2
Calibrado 1 APC = (47.314£54.68) + (6.79+0.13) Cux 0.999
Calibrado 2 APC = (62.014287.41) + (6.57+0.70) Cuk 0.997
Calibrado 3 APC = (177.00£344.71) + (6.43+0.84) Cuk 0.995
Calibrado 4 APC = (-108.00+303.94) + (7.27+0.74) Cuk 0.997

CsS Ecuaciones R2
Calibrado 1 APC = (24.05£85.69) + (7.27+0.21) Ccs 0.999
Calibrado 2 APC = (-43.714£94.03) + (7.66%1.69) Ccs 0.994
Calibrado 3 APC = (122.69+193.81) + (7.01£0.47) Ccs 0.999
Calibrado 4 APC = (-142.35+232.49) + (8.04+0.57) Ccs 0.998

La tabla 6.9 muestra el andlisis de varianza para la comparaciéon de las
rectas de calibrado individuales que permiten juzgar, estadisticamente, la

viabilidad de la recta de regresion. Como se puede apreciar, las variables
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experimentales de los estadisticos Fi y F2 son inferiores a los tedricos,
deduciéndose que ninguna recta se aparta significativamente de la recta global
(F1) y que la pendiente es representativa de todas las rectas (F2). Por esta razdn
las dos rectas de calibrado representativas para UK y CS, respectivamente

pueden ser:
APC = (42.26+60.78) + (6.77+0.15) Cuk

APC = (-9.82+230.41) + (7.4940.56) Ccs

Los valores de DER para las pendientes fueron 5.39 y 4.37% para UK y CS,
respectivamente, lo cual nos confirma que la precision de las pendientes entre
dias es aceptable. Los valores de DER son bastante aceptables para el andlisis

muestras bioldgicas y demuestran la robustez del método.
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Tabla 6.9. Andlisis de varianza. Comparacion de las rectas de regresion

Suma de Grados de Media
Fuente de variacién cuadrados libertad cuadratica
UK CS UK CS UK CS
Desviacién dentro de los 80.13 | 181.7 12 12 | 6.678 | 15.14
calibrados
Diferencias entre los 65.11 | 108.7 3 3 21.70 | 36.24
coeficientes de regresion
Desviaciones entre los 73.39 | 155.4 6 6 12.23 | 25.90
calibrados individuales
Desviacién fotal sobre el 153.5 | 337.1 18 18 | 8.529 | 18.73
calibrado global
F1 (exp) Fi (teor) F2(exp) F2(ieor)
UK 1.83 3.00 3.25 3.49
CS 1.71 3.00 2.39 3.49
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6.13. Aplicaciones

El método propuesto se aplicd a la cuantificacién de los compuestos en
estudio en muestras preparadas en el laboratorio por triplicado, con distintas
relaciones entre sus concentraciones, fodas ellas, naturalmente, dentro del
infervalo de linealidad encontrado. En fodo momento los porcentajes de

recuperacion fueron calculados con respecto a una muestra patron.

Al igual que en el capitulo anterior, se utilizaron para cuantificar las APC a
230 nm con un tiempo de inyeccidén de 275 s y de expulsién de 93 s en las
condiciones finales. Se realizaron las separaciones y se registraron los

electroferogramas para su posterior andlisis.

En la tabla 6.10 se muestran las recuperaciones obtenidas de las muestras
sintéticas preparadas en el laboratorio. Estas recuperaciones son la media de tres
valores ya que cada muestra se prepard por triplicado. Como se puede ver,
todas las recuperaciones estuvieron proximas al 100%, dentro de la precisién que

se espera para la determinacion de cada uno de los compuestos.
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Tabla 6.10. Recuperaciones obtenidas en las muestras preparadas en el laboratorio

UK CS
Concentracién (ug L") 160 457

M1
Recuperacion % 92 100
Concentracién (ug L") 153 152

M2
Recuperacion % 99 96
Concentracién (ug L") 604 213

M3
Recuperacion % 100 92
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Determinacion de citrato de sildenafilo y su metabolito

El estudio que propone este capitulo se ha realizado con la finalidad de
establecer métodos electroquimicos, que permitan la determinacion
cuantitativa total de citrato de sildenafilo y su principal metabolito (UK-103,320)

en fluidos bioldgicos por técnicas electroquimicas, tales como:
- Voltamperometria ciclica
- Voltamperometria de redisolucién por diferencial de pulso
- Voltamperometria de redisolucién por onda cuadrada

El planteamiento experimental de este capitulo se ha organizado de la
siguiente manera: en primer lugar se readlizaron estudios preliminares para
seleccionar la técnica electroquimica mds adecuada para el estudio. A
continuaciéon se estudiaron tanto los pardmetros quimicos como instrumentales
propios de la técnica seleccionada, finalizando con la aplicacién del método
propuesto a la determinacién conjunta de citrato de sildenafilo y su principal

metabolito (UK-103,320) en fluidos bioldgicos, tales como el suero y la orina.
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7.1. Estudio de UK-103,320 por voltamperometria ciclica.

Con objeto de estudiar la reversibilidad del proceso electroquimico se
aplicé la técnica de voltamperometria ciclica, la cual nos permite conocer la
naturaleza de los procesos de oxido-reduccidon de UK-103,320 (UK). Para ello se
prepard una muestra de concentracién 5.70x10-¢ M de UK en HCIO4 0.010 M
registrdndose los ciclovoltamperogramas a una velocidad de barrido de 60 mV/s
después de desairear la muestra pasando N2 de alta pureza durante 10 minutos.
La fisonomia del ciclovoltamperograma obtenido se muestra en la figura 7.1,
donde se puede observar un Unico pico de reduccion a -0.940 V frente al
electrodo de referencia Ag/AgCl que se utilizard en todo momento, cuando el
tiempo de acumulacién utilizado fue de 0's. Sin embargo, cuando ese tiempo de
acumulacion se aumentd a 10 s, se observaron dos picos de reduccion a los
potenciales de -0.940 y —1.032 V. Se puede apreciar asimismo, que este proceso
catddico no se corresponde con ningUn proceso de oxidacidén cuando se realiza

el barrido inverso hacia potenciales positivos, 1o que indica su irreversibilidad.

Con el fin de comprobar si el proceso estaba controlado por adsorcién o

difusién se llevaron a cabo las experiencias que se muestran a continuacion.
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Figura 7.1. Ciclovoltamperogramas de 5.70x10-6 M de UK en HClOs. Tiempos de
acumulacion: (a) 0 s; (b) 10s.

* Variacion de la intensidad de pico con la velocidad de barrido

En este estudio se prepard una muestra de 10 mL de una disolucién de
5.70x10¢ M de UK en HCIO4 0.010 M registrdndose los ciclovoltamperogramas
enfre —-0.80 y -1.25 V a las velocidades de barrido comprendidas entre 5 y 200
mV/s, después de desairear la muestra haciendo burbujear durante 10 minutos

N2 de alta pureza.
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En la tabla 7.1 se muestran los valores de intensidad de pico (lp) para las
distinfas velocidades de barrido (Vo) a las que se registraron los
ciclovoltamperogramas. En la figura 7.2 se observa la representacién grdfica de
lr frente a Vo para el pico de reduccion correspondiente al potencial de
-0.940 V.

Tabla 7.1. Variacion de Ir con la velocidad de barrido

Vb (MmV/s) Ir (NA)
5 63.07

10 77 .91

20 138.1

40 236.7

60 340.1

80 390.7

100 431.2
200 816.5

Como se puede observar en la figura 7.2 existe una relacién lineal entre la
lr Yy Vo en todo el intervalo estudiado, lo cual nos indica que el proceso estd

controlado por la adsorcion, siendo la ecuacién que relaciona la intensidad de
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pico con la velocidad de barrido de UK sobre el electrodo de trabgjo la
siguiente:

lp = (50.01£0.07) + (3.91424.59) Vo 2 =0997 (n=8)
1000
<
£
T
S 500 —
[72]
s
£
0 T | T
0 100 200
E (V)

Figura 7.2. Representacion Ip frente a la velocidad de barrido para el proceso de reduccion
de UK.
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* Variacidon de la intensidad de pico con la raiz cuadrada de la velocidad de

barrido

Dicha relacion (lp frente V%) se llevd a cabo a partir de los datos
obtenidos en el apartado anterior. En la tabla 7.2 se muestran los valores
correspondientes a la intensidad de pico y la raiz cuadrada de la velocidad de

barrido para esos mismos datos.

Tabla 7.2. Variacion de Ir con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido

Vb’ (mV/s)* Ir (nA)
2.24 63.07
3.16 77 .91
4.47 138.1
6.32 236.7
7.75 340.1
8.94 390.7
10.00 431.2
14.14 816.5
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Figura 7.3. Representacion grdfica de intensidad de pico frente a la raiz cuadrada de /a
velocidad de barrido.

Como se puede apreciar en la figura 7.3 no existe linealidad entre Ip y Vo,
lo que indica que el proceso no estd controlado exclusivamente por la difusién
del compuesto UK a la superficie electrédica, existiendo una componente de
adsorcién considerable en el mecanismo de transporte y reduccion de dicho

compuesto.
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7.2. Estudios preliminares. Seleccion de /a técnica instrumental.

El objetivo de estos estudios es encontrar aquella técnica analitica que
asegure una elevada sensibilidad en las determinaciones de los compuestos en
estudio, ya que nuestro objetivo Ultimo es la aplicacién de su andlisis en muestras

bioldgicas.

En primer lugar se procedié al estudio del comportamiento
electroquimico del metabolito UK-103,320 (UK) sobre el electrodo estacionario de
mercurio (HMDE) utilizando como técnica electroquimica, como en el capitulo

anterior, la voltamperometria de redisolucion por diferencial de pulso (DPS).

Para realizar este estudio se prepard una muestra de 10 mL de una
disolucién de 2.10x107 M de UK en HCIOs 0.010 M registrdndose su
voltamperograma entre -0.80 y —1.25 V a una velocidad de barrido de 10 mV/s y
aplicando un pulso de 40 mV, después de desairear la muestra pasando N2 de
alta pureza durante 10 minutos. En la figura 7.4, se muestra el voltamperograma
obtenido, en el cual se puede apreciar un pico de reduccién a un potencial de
-0.840 V. Se realiz6 un segundo voltamperograma pero en este caso utilizando 10
s de acumulacion, para comprobar la naturaleza acumulativa del proceso de
reduccidon de dicho compuesto. El voltamperograma se muestra en la figura 7.4,
donde se puede observar que en estas condiciones aparecen dos picos de
reduccién a los potenciales de -0.840 y -0.912 V, respectivamente. En la tabla
7.3, se puede apreciar como esas intensidades de pico aumentan con el fiempo

de acumulacion.
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Con el fin de comparar esta técnica con la voltamperometria de
redisolucion por onda cuadrada (SWS), se prepardé una muestra en las mismas
condiciones que la anterior, registrdndose, su voltamperograma entre -0.80
y =1.25 V a una velocidad de barrido de 1200 mV/s (frecuencia 120 Hz e
incremento de scan 10 mV) y un tiempo de acumulacion de 0 segundos.
También se realizd un segundo voltamperograma utilizando 10 segundos de
acumulacién. Los voltamperogramas se muestran en la figura 7.4, en la que se
puede observar un Unico pico de reduccidn, tanto para 0 s como para 10 s de
acumulacién, a un potencial de -0.950 V. En la tabla 7.3, se puede apreciar
como la intensidad de pico aumenta nuevamente con el tiempo de

acumulacion.

Por tanto, este estudio pone de manifiesto el comportamiento
electroguimico del metabolito UK sobre el HMDE ademds de la naturaleza
acumulativa del proceso de reduccidon del compuesto. También se comprobd
gue, de entre las técnicas acumulativas ensayadas, DPS y SWS, fue esta Ultima la
considerada como mds adecuada para proponer la determinacion del
compuesto, ya que era la que proporcionaba mayor sensibilidad al aplicar
tiempos de acumulacion semejantes, hecho que nos ofrecia la posibilidad de

cuantificar pequenas cantidades de este compuesto.
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Tabla 7.3. Técnicas electroquimicas. Variacion de la intensidad

] Ir (NA
TECNICA P (nA)

tacOs tac 10s

DPS 13 60

SWS 316 943

150
100

50

DP
b
a
2000 — SW
i b
1000 —
- a
' I ' I ' I

-0.8 -0.9 -1.0 1.1
E(V)
Figura 7.4. Voltamperogramas de reduccion por DP y SW a diferentes tiempos de
acumulacion. @) 0s; (b) 10 s.

I(nA)
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7.3. Optimizacion del proceso redox mediante voltamperometria de

redisolucion adsortiva por onda cuadrada.

Una vez seleccionada la técnica de voltamperometria de redisolucion
adsortiva por onda cuadrada, se procedid a desarrollar inicialmente un estudio
sobre la influencia del pH y posteriormente la optimizacidén de los pardmetros
instrumentales propios de la técnica a aplicar, como son, tfiempo de

acumulacioén, potencial de acumulacidn, frecuencia, etc.

7.3.1. Influencia del pH

En este apartado estudiaremos la influencia del pH sobre los
voltamperogramas realizados sobre una disoluciéon de 5.0x108 M de UK a la que
se le fue variado el pH en el rango comprendido entre 1.0 y 5.0. Para esta
experiencia se utilizaron, como en el capitulo anterior, HCIO4, para pH 1.0y 2.0y

el tampdn HAcC/NaAc para el resto.

La experiencia fue redlizada a temperatura ambiente y se registré un
voltamperograma por cada unidad de pH. Los voltamperogramas fueron
registrados entre -0.80 y —1.25 V. En la tabla 7.4 se resumen los valores de Ip y Ep
obtenidos en cada voltamperograma al llevar a cabo el estudio de la influencia
del pH.
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Tabla 7.4. Variacion de la Ir con el pH.

oH E(V) Ir (NA)

tac O's tac 10's
1.0 -0.930 40.2 110
2.0 -0.950 40.0 121
3.0 - 0.960 32.0 97.9
4.0 -0.975 20.2 95.4
5.0 -0.985 19.8 89.7

Como se puede observar en la tabla 7.4 la intensidad de pico disminuye
al aumentar el valor de pH, ademds el potencial de reduccidn se desplaza
ligeramente hacia potenciales mds negativos. Este hecho puede poner de
manifiesto que un aumento en la concentracién de los protones en el medio
favorece o bien el proceso de reduccién del grupo sulfénico del anillo de
piperazina a grupo sulféxido (Figura 7.5) o bien la reduccién del grupo carbonilo

a grupo alcohol (Figura 7.6).

Se selecciond como valor éptimo un pH de 2.0 para llevar a cabo el

estudio de la reduccidon de este compuesto.
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Figura 7.5. Mecanismo de reduccion de UK-103,320.

397



Capitulo 7

398

o] ?Ha
N
H3CH ,CO H ‘ N 1e H3CH ,CO
. V4
N
CH,CH,CH
02 302
O B
.
N <;\
A N
— OH ?H _
3
N
H3CH,CO H N
Y/
Y H3CH,CO
CH,CH,CH 4
802
N S0z
N
i o
H
N
H
O° H ?Ha
N
H3CH,CQ H S
. 7
N
CH,CH,CH 3
so
\ 2
@)
N
H
1e” L ]
0@ H ?Ha
N
H3CH,CO H N
. Vi
N
CH,CH,CH 5
02§ HO_ H ?H3
N " I\
‘:¥\j> H3CH,CO H ‘ N
N V4
N N
L _ CH,CH,CH 5
so
i 2
)
N
H

Figura 7.6. Mecanismo de reduccion de UK-103,320.



Determinacion de citrato de sildenafilo y su metabolito

7.3.2. Influencia de la fuerza ionica.

La fuerza idnica de la disolucidén condiciona la respuesta del proceso de

reduccion, debido a ello se redlizé la siguiente experiencia.

El estudio se realizd sobre una disolucion de 5.0x108 M de UK. En estas
condiciones se fue variando la fuerza idnica del medio mediante la adicién de
pequenas cantidades de NaClO4 de concentraciones variables, de tal manera
que el error por dilucion resultara despreciable. Los voltamperogramas fueron
registrados entre -0.80 y —1.25 V. En la tabla 7.5 se resumen los valores de Ip y Ep
obtenidos en cada voltamperograma al llevar a cabo el estudio de la influencia

de la fuerza idnica.

Tabla 7.5. Variacion de la Ip con la fuerza ionica

NGCIO: (mM) Concentracién E(V) Ir (NA)
total (mM)* tacO's tac 10's
0 10 -0.950 40.5 109.5
20 30 -0.950 36.2 98.4
30 40 -0.950 34.8 92.3
40 50 -0.950 33.1 90.4
50 60 -0.950 31.5 89.4

(*) Suma de la concentracién del HCIO4 y NaClO4
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El aumento de la concentracion de NaClOs produjo, tal y como se
observa en la tabla 7.5, una disminucién de lp, debido a que el proceso de
adsorcion del compuesto y su desplazamiento al electrodo se hace menos
efectivo. Debido a este comportamiento no se adiciond NaClOs como

electrolito de fondo para los posteriores estudios.

7.3.3.0ptimizacion de los pardmetros instrumentales

Una vez establecidas las condiciones quimicas para llevar a cabo el
estudio electroquimico de este compuesto se procedid a estudiar la influencia
de los pardmetros instrumentales propios de la técnica empleada sobre los

voltamperogramas de UK-103,320.

a. Influencia del tiempo de acumulacion.

Para la realizacién de este estudio se prepard 10 mL de una disolucién de
UK de concentracién 1.0x107 M, 0.010 M de HCIO4 (pH 2.0), en las condiciones
inertes mencionadas anteriormente, y se registraron los voltamperogramas entre
-0.80 y -1.25 V, utilizando para ello las siguientes condiciones: potencial de

acumulacion (Eac) —0.80 V, incremento de scan (As) 6 mV, frecuencia 120 Hz,
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drea del electrodo grande (0.025 cm?) y tiempos de acumulacion comprendidos

enfre 0y 120 segundos.

En la tabla 7.6 se resumen los valores de Ir y de Ep para el proceso de
reduccion de UK. La figura 7.7 muestra la representaciéon grdfica de Ip frente al
tiempo de acumulacién, en la cual se puede apreciar que existe una relacion
lineal hasta 75 segundos de acumulacién, debido que a tiempos superiores se
produce una saturacién del drea del electrodo por las moléculas de nuestro

andalito.

Se selecciond 10 segundos de acumulacion para llevar a cabo todas las
experiencias posteriores con el objeto de proponer un método de suficiente
rapidez y una sensibilidad aceptable, ya que la sehal de respuesta es mds de

dos veces mayor con respecto 0 segundos de acumulacién.
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Tabla 7.6. Variacion de la Ip con el tiempo de acumulacion

tac (s) E(V) Ir (NA)
0 -0.950 149
5 -0.950 261
10 -0.950 394
15 -0.950 551
20 -0.950 644
25 -0.950 751
30 -0.950 846
40 -0.950 1073
50 -0.950 1405
60 -0.950 1529
75 -0.950 1971
90 -0.950 2131
120 -0.950 2723
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Figura 7.7. Representacion grdfica de la Ip frente al tac.

b. Influencia del potencial de acumulacion

Se prepararon 10 mL de una disolucidén de 1.0x107 M de UK, 0.010 M
HCIOs4, (pH 2.0) en las condiciones inertes mencionadas y se registraron los
voltamperogramas variando el potencial entre -0.30 y -0.90 V, utilizando las

mismas condiciones instrumentales expuestas en el apartado anterior y con un
fac de 0 4 10s.

En la tabla 7.7 se muestran los valores de las intensidades y los potenciales

de pico para los distintos valores del potencial de acumulacion. Como se puede
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observar hay un ligero aumento de la intensidad de la senal al variar el potencial
de acumulacién. Se tomd como valor éptimo un potencial de acumulacién

de -0.80 V que se mantendrd fijo para el resto de las experiencias.

Tabla 7.7. Variacion de I, con el Eac

Eac (V) Er (V) b (nA)
foc 05 foc 10

2030 ~0.950 9 333
- 0.40 -0.950 110 345
- 0.50 -0.950 116 359
- 0.60 -0.950 125 368
-0.70 £0.950 138 375
- 0.80 -0.950 150 395
- 0.90 - 0.950 147 390

c¢. Influencia de la frecuencia

Sobre una muestra de las caracteristicas ya mencionadas, se registraron
los voltamperogramas entre -0.80 y —-1.25 V en las condiciones instrumentales

expuestas en los apartados anteriores y variando la frecuencia entre 25y 120 Hz.
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El andlisis de los voltamperogramas obtenidos nos llevd a elaborar la tabla
7.8 donde se aprecia la variaciéon de I con la frecuencia aplicada para el

proceso de reduccién.

Las ecuaciones siguientes muestran la relacién lineal que existe entre la

intensidad de pico y la frecuencia:

tac=0s
lp=(-21.99 £ 14.49) + (1.53 £ 0.18) f r2=0.9959
tac=10s
lp=(-53.16 £ 46.08) + (3.92 £ 0.56) f r2=0.9938
Tabla 7.8. Variacion de Iy con la frecuencia
Frec:(tl.-lli;\cia Vb Er (V) Ip (nA)
(mV/s) tac 0's tac 10's
25 150 -0.970 20 53
50 300 -0.960 49 129
75 450 -0.960 92 238
100 600 -0.950 134 354
120 720 -0.950 161 410

405



Capitulo 7

Como se puede apreciar en la tabla 7.8, la Ip aumenta de forma
proporcional con la frecuencia, debido a que se produce un aumento de la
velocidad de barrido. Por tanto, se selecciond como optimo un valor de
frecuencia de 120 Hz ya que producia la méxima sensibilidad y ademds en un

tiempo muy corto de barrido.

d. Influencia del incremento de scan

Se preparé una muestra de las caracteristicas ya mencionadas y se
registraron los voltamperogramas enfre -0.80 y -1.25 V en la condiciones
insfrumentales expuestas anteriormente variando los valores de incremento de

scan (As) entre 2y 10 mV.

En la tabla 7.9 se muestran los valores de intensidad y potencial de pico
del proceso de reduccion al variar el valor de As, como se puede observar hay
un aumento de la intensidad de la senal al aumentar el valor As desde 2 a 6 mV,
mientras que para valores superiores se produce incluso una disminucion de la
infensidad. Esto es debido a que el As influye en la velocidad de barrido y a su
vez condiciona al nUmero de puntos con los que se define el pico de reduccidn,
por eso, en este caso un elevado As proporciona una mala definicion del pico
produciéndose una disminucidén en la intensidad de pico. Por tanto, se
seleccioné como valor éptimo 6 mV, el cual se mantuvo fijo para el resto de las

experiencias, ya que proporcionaba una sensibilidad adecuada.
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Tabla 7.9. Variacion de I, con el As

As (mV) Ve Er (V) l» (nA)
(mV/s) tac O's tac 10's
2 300 ~0970 108 365
4 480 -0.960 125 392
6 720 -0.960 158 408
8 960 -0.950 145 400
10 1200 -0.950 137 388

e. Influencia de la magnitud del pulso aplicado

La magnitud del pulso aplicado estd relacionado con la resolucién de

pico, de ahi que debamos realizar un estudio de la influencia de este pardmetro.

Para esta experiencia se prepard nuevamente una muestra de las
caracteristicas mencionadas anteriormente. Los voltamperogramas de esta
experiencia fueron obtenidos por registros sucesivos en las condiciones
instrumentales ya especificadas y con valores de pulso aplicado (AE)

comprendidos enfre 10 y 60 mV.

El andlisis de los voltamperogramas obtenidos nos condujo a elaborar la

tabla 7.10 donde aparecen los valores de Ip y Er para esta experiencia con
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respecto a la variacién del pardmetro en estudio. Como se puede observar hay
una pequena variacién de Ep, segin aumenta el pulso aplicado, hacia
potenciales mds negativos, produciéndose al mismo tiempo un aumento de la
intensidad de la senal al aumentar el pulso desde 10 a 40 mV. Se tomd como
valor éptimo un valor de 40 mV para llevar a cabo el estudio, debido a que para
valores superiores se produce un disminucidn de la senal ademds de un

ensanchamiento del pico de reduccion.

Tabla 7.10. Variacion de I, con el AE

AE (mV) Er (V) b (nA)
fac 05 foc 10
10 ~0.950 104 324
20 - 0.950 122 350
30 - 0.950 134 387
40 £ 0.950 155 402
50 - 0.960 143 400
60 -0.975 140 394
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f. Influencia del area del electrodo de trabajo.

Con el fin de optimizar este Ultimo pardmetro se prepard una disoluciéon
de UK de las caracteristicas mencionadas anteriormente. Los voltamperogramas
correspondientes a esta experiencia se registraron entre -0.80 y -1.25 V en las
condiciones instrumentales optimizadas y tomando el tamano de drea del

electrodo los siguientes valores: pequeno, medio y grande.

En la tabla 7.11 se muestran los valores de Ip y Ep procedentes del andlisis
de los voltamperogramas obtenidos en esta experiencia, en dicha tabla se
puede observar como la mdxima Ip se consigue mediante la utilizacion del

tamano grande del drea del electrodo, escogiéndose por tanto el mismo como

6ptimo.
Tabla 7.11. Variacion de Ir y Ep con el tamario del drea del electrodo
. Ir (NA
Tamano Area(cm?) Er (V) r (nA)
tacOs tac 10's
Pequeno (0.010) -0.950 86 218
Mediano (0.016) -0.950 123 329
Grande (0.025) -0.950 156 410
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g. Condiciones quimicas e instrumentales finales

La realizacién de los estudios anteriores condujo al establecimiento de
unas condiciones experimentales (tabla 7.12) que son las enconfradas como

6ptimas para redlizar la determinacion de este compuesto.

Tabla 7.12. Condiciones finales

pH del medio 2.0
Fuerza iénica 0.010 mM, HCIO4
fac Oy 10s
Eac -0.80 V
As 6 mV
AE 40 mV
Frecuencia 120 Hz
Tamano del drea Grande (0.025 cm?)
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7.3.4. Determinacion de Citrato de Sildenafilo y UK-103,320 en

suero humano

El estudio readlizado por Berzas y col. puso de manifiesto el
comportamiento  electroquimico del CS tiizando las técnicas de
voltamperometria diferencial de pulso, voltamperometria de onda cuadrada y
ciclovoltamperometria (29). En este trabagjo, se propusieron técnicas
voltamperométricas por onda cuadrada para la determinacién de CS en

productos farmacéuticos.

El principal metabolito de citrato de sildenafilo (CS), UK-103,320 (UK),
difiere solo estructuralmente en la pérdida de un metilo en el anillo de piperazina
con respecto al compuesto del que procede. Debido a esto pudimos
comprobar que estos dos compuestos presentaban el mismo proceso de
reduccidon en las condiciones quimicas e instrumentales seleccionadas

anteriormente, como se puede apreciar en las figuras 7.8y 7.9.
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Figura 7.8. Voltamperogramas de citrato de sildenafilo y UK-103,320 de concentraciones
2.2x10-7 y 2.1x10-7 M, respectivamente, para tiempo de acumulacion 0 s.
3000

cs
UK-103,320

2000 —

Intensidad (nA)

1000 —

-0.8 -1.0 1.2
E (V)

Figura 7.9. Voltamperogramas de citrato de sildenafilo y UK-103,320 de concentraciones
2.2x10-7 y 2.1x10-7 M, respectivamente, para tiempo de acumulacion 10 s.
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Uno de los objetivos de este frabajo es determinar de forma conjunta CS
y UK en muestras de suero humano. Inicialmente pudimos comprobar que la
determinacién directa de estos dos compuestos en el suero (sin haber realizado
un fratamiento de la muestra) no originaba resultados satisfactorios. Por tanto,
como en los capitulos 5 y 6, se realizd una extraccion en fase solida (EFS) del
suero humano, con el fin de obtener un extracto mds limpio y poder realizar la

determinacion de CS y UK.

Para llevar a cabo la EFS del suero se utilizd un cartucho tCis en fase

reversa, el procedimiento fue el siguiente:

- Activacién del cartucho: 5 mL de metanol y 5 mL de tampdn fosfato de
pH 7.0, T0 mM.

- Infroduccién de 1 mL de una muestra de suero.
- Lavado con 8 mL de fosfato (pH 7.0, 10 mM).
- Eluciéon con 1.5 mL de metanol: obtencidn del extracto de suero.

En primer lugar, se procedid al establecimiento de las rectas de calibrado
del metabolito UK en extracto de suero humano en las condiciones quimicas e
instrumentales seleccionadas (tabla 7.13, rectas [1] v [2]). Para ello, se prepard 10
mL de una disolucién 0.010 M de HCIO4 (pH 2.0), sobre la cual directamente en la
celda voltamperométrica se adiciond en primer lugar 200 ul de extracto de
suero y a confinuacién se fueron adicionando diferentes cantidades del
compuesto UK, variando asi su concentracion. Se fueron registrando los
voltamperogramas en las condiciones seleccionadas y siendo necesario pasar
N2 de alta pureza sobre la muestra antes del registro de cada voltamperograma.

En las figuras 7.10 y 7.11 se muestran los voltfamperogramas correspondientes a
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algunas de las concentraciones utilizadas en el caliborado de UK (extracto
suero A).
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Figura 7.10. Voltamperogramas de UK en un extracto de suero A de concentraciones (a) 5.7x10-¢ M;
b) 1.6x107 M, (c) 3.2x107 M; (d) 6.6x10-7 M, para tiempo de acumulacion O s.
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Figura 7.11. Voltamperogramas de UK en un extracto de suero A de concentraciones (a) 5.7x108 M;
(b) 1.6x10-7 M; (c) 3.2x10-7 M, (d) 6.6x10-7 M, para tiempo de acumulacion 10 s.

En segundo lugar, se procedid al establecimiento de las rectas de
calibrado pero esta vez con respecto a la cantidad total de CS-UK (tabla 7.13,
rectas [3] vy [4])., en las condiciones quimicas e instrumentales seleccionadas y
con la misma cantfidad de extracto de suero A que la experiencia anterior. Para
ello se prepard una disolucion que contenia la mezcla de estos dos compuestos,
la cual fue utilizada para preparar los calibrados. El objetivo fue comparar,
utilizando el test ANOVA, estas rectas con las anteriores con el fin de comprobar
si existian diferencias significativas entre una recta de calibrado de UK y una

recta de calibrado CS-UK. En la tabla 7.14 se muestran los valores de F y f. Se
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pudo comprobar que no existian diferencias significativas entre las pendientes
de las rectas de calibrado ([1] vy [3]) v ([2] v [4]), por tanto, podemos determinar

la cantidad total de CS y UK en muestras de suero.

A continuacién se realizaron diferentes calibrados en funcidon de la
cantfidad de extracto de suero en la celda voltamperométrica (200 6 600 ul) vy si
eran de diferentes personas (A o B). En la tabla 7.13 se muestran las ecuaciones
de las rectas de calibrado asi como los intervalos de linealidad para los tiempos

de acumulacién 0y 10 segundos.

Se llevé a cabo el test ANOVA para comparar las diferentes rectas de
calibrado que se habian realizado con el fin de comprobar si existian diferencias
significativas entre ellas. En la tabla 7.14 se muestran los valores de Fy t. Se puede
apreciar que no se encontraron diferencias significativas a la hora de comparar
las rectas de calibrado ufilizando extractos de suero de diferentes personas
(rectas ([31 vy [51) v ([4] v [6]). Sin embargo, si que se encontraron diferencias
significativas cuando se utilizaron diferentes cantidades de suero en la celda
voltamperométrica (rectas ([3] v [71) v ([4] v [8]). Este hecho podria deberse a un

posible efecto matriz (fuerza idnica, proteinas del suero, etc).

416



Determinacion de citrato de sildenafilo y su metabolito

Tabla 7.13. Rectas de calibrado

tac (s) Ecuacion R2 Rango Llineal

UK (200 ulL extracto de suero A)

0 [11lp= (-86.48+28.40) + (1.55x10745.67x107) C  0.999  8.0x108-9.5x107M

10 [21lp= (-78.68+80.02) + (4.49x107+2.47x108) C  0.999  4.0x10%-9.0x107M

CS-UK (200 plL extracto de suero A)

0 [31le= (-14.54511.21) + (1.60x10°22.46x107) C  0.999  3.5x108-9.7x107M

10 [4]1p= (36.18+47.47) + (4.63x10°1.04x107) C  0.998  3.4x10-9.7x107M

CS-UK (200 plL extracto de suero B)

0 [51lp= (5.97+61.55) + (1.44x10%£1.43x108) C ~ 0.993  1.1x107-6.8x107M

10 (6] lp= (125.46+96.13) + (4.05x10742.53x108) C  0.996 4.2x10%-6.8x107M

CS-UK (600 pL extracto de suero A)

0  [71le= (-37.15£39.07) + (1.38x10°£8.29x107) C  0.994  1.2x107-9.1x107M

10 8] 1= (-48.64+21.77) + (1.01x10°£5.17x107) C  0.997  1.2x107-7.4x107M

Donde Ir: intensidad de pico (nA) C: concentraciéon Molar.
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Tabla 7.14. Andlisis de varianza

Rectas de calibrado Fexp Freor texp teor
[y [3] 0.180 3.730 1.998 2.315
[31y [5] 0.100 3.970 2.430 2.564
[38lyI[7] 10.560 3.680 5.975 2.273
[2]y [4] 5.220 4.390 0.604 2.554
[4] y [6] 0.280 4.880 1.541 2.180
[4] y [8] 0.114 4.390 37.447 2.566

Como conclusidn del estudio readlizado, podemos decir que la
determinacion total de CS y UK en suero no se podrd llevar a cabo por medida
directa sino utilizando el método de las adiciones estdndar para evitar la

influencia del efecto matriz.

a) Limites de deteccidn y cuantificacién

Como comentamos en el capitulo 4, el procedimiento utilizado para

establecer los limites de deteccidén y de cuantificacidon se basa en los datos
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obtenidos en la recta de calibrado. Para ello, se calcularon a partir de las rectas
de calibrado de 200 ulL de extracto de suero A (rectas [1] y [2]. para tiempos de
acumulacién de 0 y 10 s, respectivamente). Los limites de deteccién y de

cuantificacion se muestran en la tabla 7.15.

Tabla 7.15. Limites de deteccion y cuantificacion

tac (s) LD (M) LC (M)
0 1.96x108 5.87x10
10 1.02x108 3.06x10

b) Precisién

Para llevar a cabo este estudio, se prepard una muestra de la siguiente
manera: se adicionaron 200 ulL de extracto de suero dopado con una cantfidad
de CS y UK para obtener una concentracién final de 3.2x107 M en la celda
voltamperomeétrica, sobre 10 mL de una disoluciéon en HCIO4 0.010 M, pH 2.0. A
continuacién, se registraron sucesivamente nueve voltamperogramas en las

condiciones seleccionadas como 6ptimas.
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Para evaluar la reproducibilidad entre dias consecutivos, se prepard otra
muestra igual que la anteriormente citada y se volvieron a registrar nueve

voltamperogramas consecutivos en las mismas condiciones seleccionadas.

Se compararon las varianzas de las series segun el test estadistico F de
Snedecor para pruebas de dos colas. Se encontré que no existian diferencias

significativas entre las series para un intervalo de confianza del 95%.

Los términos obtenidos, tales como medias, desviacion estdndar (DE) vy

porcentaje de desviacién relativa (DER) se muestran en la tabla 7.16.

Tabla 7.16. Valores medios, DF y DER

facO's fac 10 s
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Ir media (nA) 410 408 1360 1357
DE 3.26 6.24 11.89 10.18
DER 0.79 1.53 0.87 0.75
Fexp 0.27 1.36
Freor 4.43 4.43
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c) Aplicaciones

Para comprobar la validez del método propuesto se tomaron muestras de
suero a las que se anadieron los dos compuestos, se realizé la extracciéon en fase
sélida y, posteriormente, se procedid a la determinacién cuantitativa total de CS
y UK en las diferentes muestras. Para ello, fue necesario utilizar el método de las
adiciones estdndar. En todo momento los porcentajes de recuperacion fueron
calculados con respecto a la cantidad anadida. En la tabla 7.17 se recogen los
valores de recuperacioén para las muestras preparadas en el laboratorio y en ella

podemos observar que se obtuvieron aceptables valores de recuperacion.

Tabla 7.17. Recuperaciones obtenidas en las muestras preparadas en el laboratorio

MUESTRA :Lle?::"eiclc;gi CS-UK Recuperacién (%)
(*) tacO's tac 10s
M1 200 4.2x108 102 105
M2 200 1.3x107 101 111
M3 100 8.5x108 99 100
M4 200 1.7x107 101 99

(*) Concentracién total de CS-UK en la celda voltamperométricas.
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7.3.5. Determinacion de Citrato de Sildenafilo y UK-103,320 en

orina.

Después de la administracién oral o intravenosa, el sildenafilo se excreta
predominantemente como metabolitos en las heces (aproximadamente el 80%
de dosis oral administrada) y en menor cantidad en la orina (aproximadamente
el 13% de la dosis oral administrada). Por ello, en este apartado propusimos la
determinacién de sildenafilo y su principal metabolito (UK-103,320) en orina. Con
este fin, se realizaron diferentes calibrados en funcién de la cantidad de orina en
la celda voltamperométrica en las condiciones quimicas e instrumentales

seleccionadas y expuestas con anterioridad.

Esta experiencia se llevd a cabo de la siguiente manera: una cantidad de
orina (50 ¢ 150 ul), sin necesidad de ningun tratamiento previo adicional, fue
adicionada sobre 10 mL de disolucién HCIO4 0.010 M (pH 2.0), los cuales fueron
antes desaireados mediante la utilizacion de N2 de alta pureza durante diez
minutos. A continuacién, se fueron adicionando volUmenes variables de una
disolucion que contenia los dos compuestos de interés directamente en la celda
voltamperométrica y se registraron los voltamperogramas en las condiciones
seleccionadas anteriormente. En cada uno de los casos, antes de registrar el
voltamperograma la muestra fue desaireada haciendo burbujear N2 de alta
pureza durante unos minutos. En la tabla 7.18 se encuentran las diferentes
ecuaciones de las rectas de calibrado asi como los intervalos de linealidad para
los tiempos de acumulacion 0 y 10 segundos. En las figuras 7.12 y 7.13 se

muestran  los  voltfamperogramas correspondientes a  algunas de las
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concentraciones utilizadas en el calibrado A (50 ul de orina en la celda
voltamperométrical).
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Figura 7.12. Voltamperogramas en orina de CS-UK de concentraciones (a) 9.1x10-8 M, (b)
1.5x107 M, (c) 2.4x10-7 M, (d) 3.2x10-7 M, para tiempo de acumulacion 0 s.
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Figura 7.13. Voltamperogramas de CS-UK en orina de concentraciones (a) 9.1x10-8 M, (b)
1.5x10-7 M; (c) 2.4x10-7 M; (d) 3.2x10-7 M, para tiempo de acumulacion 10 s.

En la tabla 7.19 se muestran los valores de F y t una vez realizado el test
ANOVA, en ella podemos apreciar que se encontraron diferencias significativas
a la hora de comparar las rectas de calibrado preparadas con diferente
cantidad de orina (rectas ([9]1 v [11]) v ([10] v [12])). Este hecho podria deberse a
los posibles cambios de fuerza idnica a la hora de utilizar diferentes cantidades
de orina. Por tanto, podemos decir, como en los casos antferiores, que la

determinacion de estos dos compuestos en orina no se podrd llevar a cabo por
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medida directa sino utilizando el método de las adiciones estdndar porque

depende de la cantidad de orina que utilicemos para la determinacion.

Tabla 7.18. Rectas de calibrado

tac (s) Ecuacién R2

Rango Lineal

CS-UK (50 plL orina, calibrado A)

0  191le= (-10.73£24.16) + (1.76x10°43.24x107) C _ 0.999

9.0x108-1.8x10M

10 [10]Ip= (-14.20+35.36) + (4.97x10%941.57x108) C  0.997

4.5x108-4.9x10"M

CS-UK (150 pl orina, calibrado B)

0 [1]l= (-5.34£29.59) + (1.58x109£4.12x107) C  0.998

8.8x108-1.6x107M

10 [12] Ip= (23.91487.74) + (3.97x107+3.83x108) C  0.998

4.4x108-4.3x107M

Donde Ip: intensidad de pico (nA) C: concentracién Molar.
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Tabla 7.19. Andlisis de varianza

Rectas de calibrado Fexp Fieor fexp tteor
91y [11] 1.600 2.490 6.634 2.070
[10]y [12] 2.480 2.920 6.837 2.095

a) Limites de deteccidn y cuantificacién

Los limites de deteccién y cuantificacién se calcularon a partir de las
rectas de calibrado preparadas a partir de 50 ul de orina (rectas [9] v [10] para

tiempos de acumulacién 0y 10 s, respectivamente), fueron los siguientes:

Tabla 7.20. Limites de deteccion y cuantificacion

tac (s) LD (M) LC (M)
0 2.70x10 8.10x10
10 1.32x10 3.97x10
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b) Precisién

Para llevar a cabo el estudio de repetibilidad del método descrito se
preparé una muestra de la siguiente manera: se adicionaron 50 ul de orina
dopada con una cantidad de CS y UK para obtener una concentracién final de
2.0x10-8 M, sin necesidad de ningun tratamiento previo, sobre 10 mL en HCIO4
0.010 M, pH 2.0. A contfinuacién, se registraron sucesivamente nueve

voltamperogramas en las condiciones seleccionadas como dptimas.

Para evaluar la reproducibilidad entre dias consecutivos, se prepard otra
muestra igual gue la anteriormente citada y se volvieron a registrar nueve

voltamperogramas consecutivos en las mismas condiciones.

Se compararon las varianzas de las series segun el test estadistico F de
Snedecor para pruebas de dos colas. Se encontré que no existian diferencias
significativas entre las series para un intervalo de confianza del 95%. Los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 7.21.
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Tabla 7.21. Valores medios, DF y DER

tac O's fac 10 s
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Ir media (nA) 344 342 986 978
DE 10.47 9.04 11.09 12.47
DER 3.04 2.64 1.12 1.27
Fexp 1.34 0.79
Fieor 4.43 4.43

c) Aplicaciones

Para comprobar la validez del método propuesto se tomaron muestras de
orina a las que se anadieron los dos compuestos y, posteriormente, se procedid a
la determinacion cuantitativa total de CS y UK en las diferentes muestras. Para
ello, fue necesario utilizar el método de las adiciones estdndar. En todo momento
los porcentajes de recuperacién fueron calculados con respecto a la cantidad
anadida. En la tabla 7.22 se recogen los valores de recuperacién para las
muestras preparadas en el laboratorio y en ella podemos observar que se

obtuvieron mejores valores de recuperacion cuando se llevd a cabo la
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determinacion utilizando 10 segundos de acumulacion. Los resultados obtenidos
para tiempo de acumulacion 0 s muestran nuevamente la posible interferencia
de un compuesto de la orina que se reduce a potenciales anteriores al de

citrato de sildenafilo y que condiciona, por lo tanto, su reduccién.

Tabla 7.22. Recuperaciones obtenidas en las muestras preparadas en el laboratorio

MUESTRA uL di;gf:l en Cs-UK Recuperacion (%)
(*) fac O's tac 10 s

M1 150 1.9x10° 91 5%

M2 150 3.7x108 66 101

M3 50 1.5x10-8 65 99

M4 50 1.6x108 96 89

(*) Concentracién total de CS-UK en la celda voltamperométrica.

De todo Ilo anferiormente expuesto, podemos concluir que la
voltamperometria de redisolucién adsortiva es una técnica factible para la
cuantificacién total de CS y UK en fluidos bioldgicos (suero y orina), siendo
ademds extremadamente sensible su andlisis y sin necesidad de volimenes

grandes de muestra (200 plL de extracto de suero ¢ 50 ul de orina).
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8. Determinaciéon de mifepristone

mediante técnicas electroquimicas

en muestras de orina




Determinacién de Mifepristone

El estudio que se describe en este capitulo se ha realizado con la
finalidad de establecer métodos electroquimicos que permitan la determinacion
cuantitativa de mifepristone en orina por técnicas electroquimicas tales como

son:
- Voltamperometria ciclica
- Voltamperometria de redisolucién por diferencial de pulso
- Voltamperometria de redisolucién por onda cuadrada

En primer lugar se realizaron estudios preliminares para seleccionar la
técnica electroquimica mds adecuada para el estudio. A continuacién se
estudiaron tanto los pardmetros quimicos como instrumentales propios de la
técnica seleccionada, finalizando con la aplicacién del método propuesto a la

determinacion de mifepristone en orina.
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8.1. Estudio de Mifepristone por voltamperometria ciclica

Con objeto de conocer la naturaleza de los procesos de oxido-reduccién
de mifepristone se llevaron a cabo los estudios por voltamperometria ciclica.

Para ello se prepard una muestra de 10 mL de una disolucion de 5.04x10-¢
M de mifepristone en HCIO4 0.010 M registrdndose los ciclovoltamperogramas
entre 0.5y -1.2 V a una velocidad de barrido de 100 mV/s después de desairear
la muestra pasando N2 de alta pureza durante 10 minutos. La fisonomia del
ciclovoltfamperograma obtenido se muestra en la figura 8.1, donde se puede
observar un Unico pico de reduccién a -0.850 V frente al electrodo de referencia
Ag/AgCI que se utilizard en todo momento. Se puede apreciar, asimismo, que
este proceso catddico no se corresponde con ningun proceso de oxidacién
cuando se redliza el barrido inverso hacia potenciales positivos, 1o que indica su

irreversibilidad.

La fisonomia del ciclovoltamperograma muestra con su forma triangular y
estrecha la posible acumulacidn del mifepristone sobre el electrodo estacionario

de mercurio.

Con el fin de comprobar si el proceso estaba controlado por adsorcidén o

difusién se llevaron a cabo las siguientes experiencias:
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Figura 8.1. Ciclovoltamperograma de 5.04x10-6 M de Mifepristone en HC/O4 0.010 M.

« Variacién de la intensidad de pico con la velocidad de barrido

En este estudio se prepard una muestra de 10 mL de una disolucién de
5.04x10¢ M de mifepristone en HCIOs 0.010 M, y se registraron sus
ciclovoltfamperogramas entre los potenciales -0.5 y -1.2 V a las velocidades de
barrido comprendidas entre 10 y 200 mV/s, después de desairear la muestra

haciendo burbujear durante 10 minutos N2 de alta pureza.
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En la tabla 8.1 se muestran los valores de Ip (intensidad de pico) para las
distinfas velocidades de barrido (Vo) a las que se registraron los
ciclovoltamperogramas. En la figura 8.2 se observa la representacién grdfica de

Ir frente a la velocidad de barrido para el Unico pico catddico existente.

Tabla 8.1. Variacion de |, con la velocidad de barrido

Vb (mV/s) Ir (NA)
10 77.65
20 100.80
40 114.70
60 138.16
80 162.64
100 178.81
200 292.01
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Figura 8.2. Representacion Ip frente a la velocidad de barrido para el proceso de reduccion
de Mifepristone

Como se puede observar en la figura 8.2 existe una relacién lineal entre la
intensidad de pico y la velocidad de barrido, lo cual nos indica que el proceso
estd controlado por la adsorcién, siendo la ecuacion de la recta que relaciona
la infensidad de pico con la velocidad de barrido de mifepristone sobre el

electrodo de trabagjo la siguiente:

b= (72.11  6.63) + (1.10 £ 0.07) Vo 2 =0.9970 (n=7)
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« Variacién de la intensidad de pico con la raiz cuadrada velocidad de barrido

Dicha relaciéon (lr frente Vo%) se llevdé a cabo a partir de los datos
obtenidos en el apartado anterior. En la tabla 8.2 se muestran los valores
correspondientes a la intensidad de pico v la raiz cuadrada de la velocidad de

barrido para esos mismos datos.

Tabla 8.2. Variacion de I, con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido

Vb= (mV/s)"* Ir (NA)
3.16 77.65
4.47 100.80
6.32 114.70
7.74 138.16
8.94 162.64
10.00 178.81
14.14 292.01

440



Determinacién de Mifepristone

400

200 —

Intensidad (nA)

0 10 12 20
(Velocidad de barrido)

Figura 8.3. Representacion grdfica de intensidad de pico frente a la raiz cuadrada de la
velocidad de barrido.

Como se puede apreciar en la figura 8.3 no existe linealidad entre Ip y V%,
lo que indica que el proceso no estd controlado exclusivamente por la difusién
del compuesto mifepristone a la superficie electrédica, existiendo una
componente de adsorcidn considerable en el mecanismo de fransporte vy

reducciéon de dicho compuesto.

Ademds, los procesos confrolados por adsorcién presentan ondas en las

gue la disminucidn de la intensidad de corriente alcanza rdpidamente, después
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del méximo, un valor de corriente proximo al de la corriente residual, dando
curvas en forma de campana, o lo que es lo mismo, simétricas entorno a Ip

(Figura 8.1).

8.2. Estudios preliminares. Seleccion de /a técnica instrumental.

Se procedié primeramente al estudio del comportamiento electroquimico
de mifepristone sobre el electrodo estacionario de mercurio (HMDE) utilizando
como técnica electroquimica la voltamperometria de redisolucidn por

diferencial de pulso (DPS).

Con objeto de llevar a cabo este estudio se prepard una muestra de 10
mL de una disolucion de 2.0x107 M de mifepristone en HCIO4 0.010 M
registrdndose su voltamperograma entre -0.5 y -1.2 V a una velocidad de
barrido de 10 mV/s y un pulso de 40 mV, después de desairear la muestra
pasando N2 de alta pureza durante 10 minutos. Ademds se realizé un segundo
voltamperograma, en las mismas condiciones quimicas e instrumentales, pero en
este caso se utilizd 10 s, como tiempo de acumulacién. Los voltamperogramas se
muestran en la figura 8.4, donde se puede observar que en estas condiciones
aparece un pico de reduccidn a un potencial de -0.776 V. En la tabla 8.3, se
puede apreciar como esas intensidades de pico aumentan con el tfiempo de

acumulacion.
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Asi mismo, con el fin de comparar esta técnica con la voltamperometria
de redisolucién por onda cuadrada (SWS), se prepard una muestra en las mismas
condiciones que la anterior, registrdndose su voltamperograma entre 0.5y —-1.2
V a una velocidad de barrido de 1000 mV/s (frecuencia 100 Hz e incremento de
scan 10 mV). También se registré6 un segundo voltamperograma tras una etapa
de acumulacién de 10 s. Los voltamperogramas se muestran en la figura 8.4. En
éstos se muestra como el pico de reduccion estd desplazado a un potencial de
-0.896 V debido a la elevada velocidad de barrido utilizada en esta técnica,
ademds de la irreversibilidad del proceso de reduccion del mifepristone. En la
tabla 8.3, también se puede apreciar como su intensidad aumenta algo mds de
tres veces con el tiempo de acumulacién, lo que originaria una alta sensibilidad

analitica.

Por tanto, este estudio pone de manifiesto el comportamiento del
compuesto sobre el HMDE ademds de la naturaleza acumulativa del proceso de
reduccion de mifepristone. También, se pudo comprobar que la técnica SWS fue
la mds adecuada para proponer la determinacién del compuesto, ya que era la
que proporcionaba mayor sensibilidad al aplicar tiempos de acumulacién
semejantes, hecho que nos ofrecia la posibilidad de cuantificar pequenas
cantidades de mifepristone, facilitando asi su medida en orina, objetivo Ultimo de
este capitulo. Otfra de las caracteristicas que debemos tener en cuenta es la alta
velocidad de barrido, la cual nos permite obtener un volfamperograma en

menos de un segundo.
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Figura 8.4. Voltamperogramas de reduccion por DPS y SWS a diferentes tiempos de
acumulacion. @) 0s; (b) 10 s
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Tabla 8.3. Técnicas electroquimicas. Variacion de la Intensidad

| Ir (nA)
TECNICA
tacOs tac 10s
DPS 37 66
SWS 126 479

8.3. Optimizacion del proceso redox mediante voltamperometria de

redisolucion adsortiva por onda cuadrada.

Este método se llevd a cabo, como ya se ha dicho con anterioridad, con
el fin de proponer métodos mds sensibles para la determinacién cuantitativa de
mifepristone debido a que el proceso de reduccidén estaba controlado por
adsorcidon. Por este motivo se procedid a estudiar los pardmetros quimicos e

instrumentales propios de la técnica.
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8.3.1. Influencia del pH

Para llevar a cabo este estudio se realizaron las siguientes pruebas:

Se prepard una muestra de 5.0x107 M en 10 mL de HCIO4 0.100 M (pH
1.0), cuyos voltamperogramas, en las condiciones inertes mencionadas
anteriormente, se registraron entre 0.6 y -1.2 V para dos tiempos de
acumulacién, 0y 30 s (figura 8.5). En estas condiciones se observd un pico
de reduccion a -0.852 V. Ademds se pudo comprobar que en estas
condiciones la disolucién era estable durante al menos una hora, es

decir, el valor de la intfensidad de pico no variaba con el tiempo.

2000

1000 —

Intensidad (nA)

E (V)

Figura 8.5. Voltamperogramas de Mifepristone en medio fuertemente dcido (pH 1.0).
Tiempos de acumulacion. (@) 0 s y (b) 30 s.
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- Enotra nueva experiencia se prepard una muestra de 5.0x107 M en 10 mL
de HCIO40.010 M (pH 2.0), registrédndose sus voltamperogramas entre -0.6
y =1.2 V para dos tiempos de acumulacién, 0y 30 s (figura 8.6). El pico de
reduccidon para este compuesto se encontraba a -0.900 V. Igual que en

el caso anterior la disolucion era estable al menos una hora.

2000

Intensidad (nA)

E (V)

Figura 8.6. Voltamperogramas de Mifepristone en medio fuertemente dcido (pH 2.0).
Tiempos de acumulacion. (@) 0 s y (b) 30 s.
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En una tercera experiencia se registré entre -0.6 y 1.4 V una muestra de
5.0x107 M de mifepristone en 10 mL de tampdn HAc/ NaAc (pH 4.5),
ajustando su fuerza idnica a 0.010 M, para tiempos de acumulacién de 0
y 30 s. En la figura 8.7 se observa un pico de reduccién a -1.085 V para los
dos tiempos de acumulacion. Ademds, se puede apreciar una preonda
a un potencial de -0.965 V para un tiempo de acumulacién de 0 s, sin
embargo, para 30 s de acumulacién esta preonda no se observa. Esto se
puede explicar en base a la posible reorganizacién de las moléculas
sobre la superficie de la gota de mercurio. En estas condiciones la
disolucion no era estable en el tiempo, es decir el valor de intensidad de

pico disminuia con el tiempo.

3000

2000 —

Intensidad (nA)

1000 =
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Figura 8.7. Voltamperogramas de Mifepristone en medio débilmente dcido (pH 4.5).
Tiempos de acumulacion. (@) 0 s y (b) 30 s.
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- Finalmente, en una cuarta experiencia se procedid a registrar los
voltamperogramas de una muestra que confenia 5.0x107 M de
mifepristone en 10 mL de tampdn NaH2PO./ NaHPO4 (pH 7.2), gjustando
su fuerza idnica a 0.010 M, entre -0.7 y -1.5 V, para tiempos de
acumulacion de 0y 30 s. En la figura 8.8 se puede observar que el pico
de reduccién del compuesto estd desplazado a -1.290 V. Al igual que en

el caso anterior la muestra no mostraba estabilidad con el tiempo.

2400

1200 —

Intensidad (nA)

E (V)

Figura 8.8. Voltamperogramas de Mifepristone en medio neutro (pH 7.2). Tiempos de
acumulacion: (a) 0 s y (b) 30 s.
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En la tabla 8.4 se muestran los valores de Ip para los distintos valores de pH
estudiados. Como se puede observar la lp aumenta hasta un valor de pH 4.5
para los dos tiempos de acumulacién, 0 y 30 s, sin embargo para el valor de pH
4.5 la Ip disminuia con el tiempo. Ademds, se puede apreciar en la figura 8.9 que
el valor de Ep se desplaza hacia valores mds negativos a medida que aumenta el
pH, lo que indica la participacion de los protones en el proceso de reduccion.
Por otro lado, teniendo en cuenta la pendiente de este grdfico (71 mV por
unidad de pH) vy la irreversibilidad del proceso (mostrado en los estudios previos
por voltamperometria ciclica), podemos proponer la intervencién de 2 protones

y de 2 electrones en el proceso de reduccidn.

Tabla 8.4. Variacion de /a Ir con el pH

oH Er (V) Ir (NA)

tac O's fac 30 s
1.0 -0.852 200 1300
20 -0.900 220 1600
4.5 -1.085 750 2269
7.2 -1.290 120 780
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-1.60 3000
¢ Ep + Ip(tac=0s) A Ip(tac=30s)
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Figura 8.9. Influencia del pH con el potencial y la intensidad de pico.

Como consecuencia de este estudio podemos proponer el siguiente

mecanismo de reduccion:
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5 D
@

HaC™ O H3OH// CH3 HBC/N O CHaH// CHj

452

HaC/N O CH30H// CHj
HO ! '

H
Figura 8.10. Mecanismo de reduccion de Mifepristone.
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Por tanto, se eligié como pH de trabajo para el estudio de mifepristone un
medio fuertemente dcido (pH 2.0) porque ademds de proporcionar una buena

definicién del pico de reducciodn, el valor de Ip es constante con el tiempo.

8.3.2. Influencia de la fuerza ionica.

Debido a que la fuerza idnica de la disolucién modifica el entorno idnico
de la misma en este apartado estudiaremos la influencia de este pardmetro
guimico en la zona de pH seleccionada sobre una disolucién de 2.0x107 M de
mifepristone. En estas condiciones se prepararon disoluciones con una
concentracién de NaClOs comprendidas entre 0 y 130 mM vy se registraron sus
voltamperogramas entre -0.6 y —-1.2 V. En la tabla 8.5 se resumen los valores de Ip
y Ep obfenidos en cada voltamperograma al llevar a cabo el estudio de la

influencia de la fuerza idnica.
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Tabla 8.5. Variacion de Ip y Ep para Mifepristone con la concentracion NaClO4

Concentracion total

NaClOs (mM) (mM)° Er (V) Ir (NA)
0 10 - 0.896 65
10 20 -0.896 60
30 40 -0.896 52
70 80 -0.896 41
130 140 -0.896 34

(*) Suma de la concentraciéon de HCIO4 y NaClOa.

Como se puede observar en la tabla 8.5, la infensidad de pico disminuye
al aumentar la concentracion de NaClO4 porque el proceso de adsorcion del
compuesto y su desplazamiento al electrodo se hace menos efectivo a medida
gue aumenta la fuerza idnica. Por tanto, en este estudio no aumentaremos la

fuerza idnica de la disolucion.

8.3.3. Optimizacion de los pardmetros instrumentales.

Una vez establecidas las condiciones quimicas para llevar a cabo el

estudio electroquimico de este compuesto y conocida la estabilidad
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electroquimica de las disoluciones del mismo en dichas condiciones, se procedid
a estudiar la influencia de los pardmetros instrumentales propios de la técnica
empleada sobre los voltamperogramas de mifepristone. La concentracién de
mifepristone elegida para llevar a cabo estas optimizaciones fue de 2.0x107 M
para asi conseguir unas buenas condiciones de acumulacion y evitar en lo

posible la saturaciéon del electrodo por dicho compuesto.

a. Influencia del tiempo de acumulacion.

Se prepararon 10 mL de una disolucion de 2.0x107 M de mifepristone, 0.01
M HCIOs, cuyo pH fue 2.0, desairedndose la muestra en las condiciones inertes
mencionadas y registrdndose los voltamperogramas entre -0.6 y —1.2 V, utilizando
las siguientes condiciones: potencial de acumulacion (Eqac) -0.6 V, incremento de
scan (As) 10 mV, frecuencia 100 Hz, drea del electrodo grande (0.025 cm?) y

tiempos de acumulacion (tac) 0, 10, 30, 60, 90, 120 y 180 segundos.

En la figura 8.11 podemos observar la representacion grdfica de la Ip
frente al tiempo de acumulacién, asi como los voltamperogramas a los
diferentes tiempos de acumulacidén. En esta figura podemos apreciar la
existencia de una zona de aumento lineal de la Ip con el tiempo de acumulacién
entre 0 y 90 s, observdandose a partir de ese valor una pérdida progresiva de la
linealidad de la senal. Esto es debido a que se produce una saturacion de las
moléculas del analito en el electrodo, lo cual origina una disminucidon de la

respuesta.
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Se eligi6 como 6ptimo un tiempo de acumulacién de 30 segundos,
fiidndose este valor para llevar a cabo el resto de las experiencias, ya que nos
proporcionaba la suficiente sensibilidad para la determinacidén de mifepristone
en muestras biolégicas, como es el caso de la orina, objeto Ultimo de este

capitulo.
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Figura 8.11. Influencia del tiempo de acumulacion para el proceso de reduccion de
Mifepristone. (@) 0 s; (b) 180 s.
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b. Influencia del potencial de acumulacion.

La intensidad de pico depende del potencial de acumulaciéon debido a
gue cuanto mds préximo se encuentre éste del potencial de pico menor serd el

valor de Ip.

Para realizar este estudio se prepararon 10 mL de una disolucidén 2.0x10-7
M de mifepristone, 0.010 M HCIO4, cuyo pH fue 2.0, en las condiciones inertes
mencionadas. Se registraron los voltfamperogramas variando el potencial
entre -0.5 y 0.8 V, ufilizando las mismas condiciones instrumentales expuestas en

el apartado anterior y con un toc de 30 s.

El andlisis de los voltamperogramas obtenidos nos llevd a elaborar la tabla
8.6 donde se aprecia la variacién de lp y Er con el potencial de acumulacién

para el proceso de reduccién de mifepristone.
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Tabla 8.6. Variacion de Iy Er con el Eac.

Ir (nA)
Eac (V) Er (V)
tacOs tac 30 s
-05 -0.930 66.1 574.4
-0.6 -0.940 65.6 572.4
-0.7 -0.940 62.6 558.6
-08 -0.940 61.1 524.6

Como se puede apreciar, la variacién del Eac no produce prdacticamente
modificaciones sobre el Er pero si en la I, la cual va disminuyendo a medida que
el potencial de acumulacién es menor. Esto es debido a que el valor de Eac se
aproxima al valor de Ep, por lo que seleccionamos como potencial de

acumulacion -0.5 V para llevar a cabo el estudio.

c¢. Influencia de la frecuencia.

La velocidad de barrido (Vb) viene definida como el producto de la
frecuencia por el incremento de scan. En voltamperometria de onda cuadrada

la intfensidad de pico aumenta a medida que lo hace V.
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Sobre una muestra de las caracteristicas ya mencionadas, se registraron

los voltamperogramas entre -0.5 y -1.2 V en las condiciones seleccionadas en

apartados anteriores y tomando como valores de frecuencia 10, 25, 50, 75, 100 y

120 Hz, en los sucesivos registros.

Los resultados obtenidos en esta experiencia quedan reflejados en la

tabla 8.7, donde aparecen los valores de lp y Epr junto a sus correspondientes

datos de frecuencia.

Tabla 8.7. Variacion de Ipy Ep con la frecuencia para Mifepristone

Frec(uHi;'ncia Vb B (V) I (nA)

(mV/s) foc O's foc 30 s
10 100 -0.900 12.25 89.1
25 250 -0.920 25.51 190.6
50 500 -0.930 42.00 326.1
75 750 -0.940 55.69 450.2
100 1000 -0.940 67.97 566.6
120 1200 -0.940 78.59 683.0
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Las ecuaciones siguientes muestran la relacién lineal que existe entre la

intensidad de pico vy la frecuencia:

tlac=0s
lp=(9.73 £ 5.64) + (0.59 +0.07) f rz=0.9978 (n=6)
tac=30s

o= (51.01 + 25.35) + (5.26 + 0.34) f 2=09978  (n=6)

Como se observa en la tabla 8.7 el aumento de la frecuencia produce un
desplazamiento de los potenciales de pico hacia valores mds negativos, debido
a la alta velocidad de barrido utilizada, asi como un aumento proporcional del
valor de la intensidad de pico. Se eligi® como valor éptimo una frecuencia de
120 Hz, la cual producia un aumento en la sensibilidad y originaba un
voltamperograma con una gran rapidez, siendo el fiempo estimado de 0.58

segundos.

d. Influencia del incremento de scan.

Como se ha comentado anteriormente el incremento de scan influye en
la velocidad de barrido y ésta a su vez en la intensidad del pico de reduccidén

del compuesto de interés.
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Con intencién de optimizar este pardmetro se prepard una disolucidn
igual que en los casos anteriores. Los voltamperogramas fueron registrados enfre
-0.5y-1.2 V en las condiciones seleccionadas y variando los valores de As entre 2
y 10 mV.

En la tabla 8.8 se recogen los resulfados obtenidos en esta experiencia.
De este estudio podemos concluir que conforme aumenta el valor de As
aumenta la magnitud de la sefal medida, para ambos casos. Se selecciond
como 6ptimo un As de 10 mV para un tiempo de acumulacidon de 0 sy 6 mV
para 30 s porque nos permitia conseguir una sensibilidad elevada asi como una
definicién aceptable del pico de reduccion. En los dos casos se obtiene el

voltamperograma con gran rapidez, en menos de un segundo.
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Tabla 8.8. Variacion de Iy Er con el As para Mifepristone.

As Vb Ir (nA)
v v Er (V)
(m ) (m /S) tacOs tac 30s

2 240 -0.930 28.8 208.7
4 480 -0.940 48.9 419.4
6 720 -0.940 70.4 603.2
8 960 -0.940 90.17 759.1
10 1200 -0.940 112.3 888.4

e. Influencia de la magnitud del pulso aplicado.

Este pardmetro instrumental también influye en la intensidad del pico de

reduccién del compuesto, de manera que disminuye al aumentar el pulso

aplicado.

Para ello se prepard una disolucidn de

inertes ya mencionadas, registrdndose a continuacién los voltamperogramas en

las condiciones instrumentales seleccionadas en apartados anteriores y fomando
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el incremento de pulso (AE) los valores comprendidos entre 5 y 80 mV en los

sucesivos registros consecutivos.

En la tabla 8.9 se muestran los valores de Ir y de Ep obtenidos al realizar
esta experiencia para los valores dados de AE. Podemos observar como a
medida que aumenta la magnitud del pulso aplicado se produce un aumento
de la senal hasta 40 mV, disminuyendo para valores superiores. Elegimos como
valor 6ptimo de este pardmetro aquel que proporcionase la mayor sefial, 40 mV,

sin producir, por otra parte, ensanchamientos del pico de reduccion.

Tabla 8.9. Variacion de Ipy Er con el AE para Mifepristone.

AE (mV) Er (V) I (nA)
tacO's tac 30 s
5 -0.920 24.7 185.5
10 -0.930 45.3 463.7
20 -0.930 57.5 649.2
40 -0.940 110.0 834.7
80 -0.940 85.4 742.3
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f. Influencia del area del electrodo de trabajo.

La intensidad de pico aumenta con el drea del electrodo debido a que

existe una proporcionalidad entre estos dos conceptos.

Con intencién de optimizar este pardmetro se prepard una muestra de 10
mL de 2.0x107 M de mifepristone, 0.010 M HCIO4, cuyo pH fue 2.0 y en las
condiciones inertes mencionadas. Los voltamperogramas correspondientes a
este experimento se registraron en las condiciones insfrumentales ya optimizadas
y utilizando como valores de tamano de drea: pequeno, mediano y grande en
los sucesivos registros llevados a cabo en esta experiencia. En la tabla 8.10 se

muestran los valores de Ip y Ep obtenidos.

Tabla 8.10. Variacion de Ipy Er con tamafio del drea.

Tam&ﬁ;;frea Er (V) I» (nA)
fac O's fac 30's
Pequeno (0.010) Z0.940 237 198.3
Medio (0.014) -0.940 42.0 358.2
Grande (0.025) -0.940 73.0 602.0
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En la tabla expuesta se aprecia como el valor de Epr no se ve afectado
por el tamano del drea, mientras que la intensidad de la senal aumenta
proporcionalmente con el tamano de la gota. Elegimos como resultado de este
experimento el tamano del drea grande para llevar a cabo la determinacion de

mifepristone, ya que era el que proporcionaba la mayor sensibilidad.

g. Condiciones quimicas e instrumentales finales

El estudio precedente permitid establecer las condiciones quimicas e
instrumentales éptimas a partir de las cuales se procedid a obtener las rectas de
calibrado para la cuantificacion de mifepristone. Las condiciones finales se

resumen en la tabla 8.11.
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Tabla 8.11. Condiciones finales

pH del medio 2.0
Fuerza iénica 0.010 M, HCIO4
tac Oy 30
Eac -0.5V
As 10mV, tac=0s
é6mV, fac =30 s
AE 40 mV
Frecuencia 120 Hz
Tamahno del drea Grande (0.025 cm?)

8.3.4. Calibrado y estudio estadistico

Una vez optimizados los pardmetros instrumentales propios de la técnica
utilizada se procedié al establecimiento de rectas de calibrado en las
condiciones quimicas e instrumentales seleccionadas. Para ello se prepararon 10
mL de una disolucion 0.010 M de HCIO4, sobre la cual directamente en la celda

voltamperométrica se fue adicionando el compuesto mifepristone variando asi

466




Determinacién de Mifepristone

su concentracién (las concentraciones fueron recalculadas teniendo en cuenta
el volumen de disolucion anadido). Los voltamperogramas se registraron en las
condiciones seleccionadas. En cada uno de los casos, antes del registro del
voltamperograma la muestra fue previamente desaireada haciendo burbujear

N2 de alta pureza durante unos minutos.

En las figuras 8.12 y 8.13 se reflejan los voltamperogramas
correspondientes a algunas de las concentraciones utilizadas en el calibrado de
mifepristone para tiempos de acumulacién 0 y 30 s, respectivamente. En estas
figuras podemos observar como aumenta la senal de medida con la
concentracion de mifepristone empleada permaneciendo relativamente
constante el potencial del pico de reduccidén observado. En la tabla 8.12
guedan reflejadas las ecuaciones de las rectas de calibrado (o = 0.05), asi como
los intervalos de linealidad. En esta tabla se puede apreciar que las dos rectas de
calibrado para los dos tiempos de acumulacién tienen una ordenada en el

origen despreciable y coeficientes de correlacién préximos a la unidad.
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Figura 8.12. Voltamperogramas de Mifepristone de concentraciones (a) 4.4x10-8 M; (b)
7.7x10-8 M, (c) 1.9x10-7 M; (d) 5.4x10-7 M, para tiempo de acumulacion O s.

Tabla 8.12. Rectas de calibrado

tac (s) Ecuacién R2 Rango lineal

0 b= (15.25+19.65) + (6.51x10843.67x107) C  0.997  2.4x108-5.4x107M

30 Ip= (13.67£63.29) + (3.15x10942.48x108) C  0.998  2.4x104-5.4x107 M

Donde Ir es la intensidad de pico (nA) y C es la concentracién de mifepristone
expresada en términos de Molaridad.
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Figura 8.13. Voltamperogramas de Mifepristone de concentraciones (a) 4.4x10-8 M, (b)
7.7x10-8 M, (c) 1.9x10-7 M, (d) 5.4x10-7 M, para tiempo de acumulacion 30 s.

La precision dentro de un mismo dia se evalud en base a 10 mL de una
disolucion de 2.0x107 M de mifepristone en HCIO4 0.010 M (pH 2.0) en las
condiciones inertes mencionadas, registrdndose o  continuacion 10

voltamperogramas enfre -0.5 y =1.2 V en las condiciones optimizadas. La tabla
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8.13 muestra los valores medios y la desviacién estdndar relativa dentro de un

mismo dia.
Tabla 8.13. Valores medios, DE y DER
fac () Ir media (nA) DE DER
0 103.0 1.21 1.17
30 635.7 12.84 2.02

8.3.5. Determinacion de Mifepristone en orina

La determinacién de este compuesto se llevd a cabo en orina mediante
la técnica propuesta. En un primer estudio se vio la influencia de la cantidad de
orina en la celda voltamperométrica con respecto a la sefal de medida vy la
definicién del pico de reduccidon de mifepristone. Para ello, se adiciond a la
celda que contenia la disolucién de HCIO4 0.010 M (pH 2.0) una cantidad
constante de mifepristone equivalente a 4.6x107 M. A continuacidn se fueron
adicionando cantidades variables y crecientes de orina (10-70 pl) registrdndose

los voltamperogramas en cada adicion en las condiciones instrumentales
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seleccionadas anteriormente. Las figuras 8.14 y 8.15 muestran como influye la
cantidad de orina en la celda voltamperométrica en la definicion de los

voltamperogramas.

Para un tiempo de acumulacién 0O s (figura 8.14), se puede observar que
a medida que aumenta la cantidad de orina en la celda voltamperométrica
aparece un nuevo proceso de reduccidn debido a algin componente de la
orina que difundia hacia el electrodo reduciéndose a potenciales muy préoximos
al de mifepristone. Sin embargo, para un tiempo de acumulacion de 30 s (figura
8.15) la intensidad de pico de mifepristone disminuia a medida que aumentaba
la cantidad de orina debido a un aumento de la fuerza idnica en el medio y por
lo tanto a una menor velocidad de llegada de mifepristone al electrodo de
trabajo. Ademds, se puede observar que los componentes de la orina, que
muestran un proceso de reduccidn proximo al mifepristone, no manifiestan la
etapa de acumulacidén con lo que se ven discriminados en el proceso de
preconcentracion, no interfiriendo de esta forma en la modalidad de

voltamperometria de redisolucién adsortiva.

Por tanto, de este estudio podemos concluir que la cantidad de orina en
la celda voltamperométrica es importante a la hora de determinar Mifepristone,
porque de ella depende la fuerza ionica del medio y la cantidad de
componentes de la orina que puedan interferir en la medida. Para aplicaciones
sucesivas en orina, un volumen de 50 pl fue seleccionado como volumen éptimo

de trabagjo.

471



Capitulo 8
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Figura 8.14. Influencia de la cantidad de orina en la celda voltamperométrica para una
muestra de 4.6x10-7 M de Mifepristone. Tiempo de acumulacion 0 s.
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Figura 8.15. Influencia de la cantidad de orina en la celda voltamperométrica para una
muestra de 4.6x10-7 M de Mifepristone. Tiempo de acumulacion 30 s.

Posteriormente, se realizaron calibrados de mifepristone en diferentes
orinas, para ello se eligieron mujeres con diferentes niveles hormonales (mujer A
no embarazada, mujer B de 18 semanas de gestacidon y mujer C de 20 semanas
de gestacion). Esta experiencia se llevé a cabo de la siguiente manera: 50 pl de
oring, sin necesidad de ningun tratamiento previo adicional, fueron adicionados
sobre 10 mL de disolucién de HCIO4 0.010 M (pH 2.0), los cuales fueron antes

desaireados mediante la utilizacion de N2 de alta pureza durante diez minutos. A
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continuacion, se fue adicionando el compuesto mifepristone, directamente en la
celda voltamperométrica, variando asi su concentracion y registrdndose los
voltamperogramas en las condiciones instrumentales  seleccionadas
anteriormente. En cada uno de los casos, antes del registro del
voltamperograma la muestra fue previomente desaireada haciendo burbujear

N2 de alta pureza durante unos minutos.

En la tabla 8.14 quedan reflejadas las diferentes rectas de calibrado
obtenidas segun el tipo de orina utilizado para los tiempos de acumulacién 0y 30
segundos. En las figuras 8.16 y 8.17 se muestran los voltamperogramas
correspondientes a algunas de las concentraciones utilizadas en el calibrado de

mifepristone en orina de mujer A.
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Tabla 8.14. Rectas de calibrado

tac (s) Ecuacion R2 Rango Lineal

Mujer A

0  [11l= (-46.46+11.51) + (9.27x108£3.11x107) C  0.999  1.44x107-6.46x107M

30 [2] Ip= (-22.984+31.78) + (3.58x107+1.09x108) C  0.998  6.22x108-3.13x107M

Mujer B (embarazada 18 semanas)

0 18] lp= (-137.60£35.56) + (1.15x107£6.19x107) C  0.996  2.45x107-6.83x107M

30 [4]1= (26.14£25.03) + (2.88x10°+1.30x108) C  0.996  6.22x10%-3.27x107M

Mujer C (embarazada 20 semanas)

0 [5]le= (-98.20£72.44) + (1.10x10°£1.55x108) C  0.994  2.45x107-6.75x107M

30 [6]1= (-16.97+58.02) + (2.25x10°42.77x108) C  0.995  6.24x10%-3.24x107M

Donde Ir es la intensidad de pico (nA) y C es la concentracion de mifepristone

expresada en términos de Molaridad.
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Figura 8.16. Voltamperogramas de Mifepristone en orina de mujer A de concentraciones (a)
1.44x107 M, (b) 2.15x107 M, (c) 4.59x107 M, (d) 6.46x10-7 M, para tiempo de acumulacion 0 s.
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Figura 8.17. Voltamperogramas de Mifepristone en orina de mujer A de concentraciones (a)
1.44x107 M, (b) 2.15x107 M, (c) 4.59x10-7 M; (d) 6.46x10-7 M, para tiempo de acumulacion 30 s.
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Se llevd a cabo el andlisis de varianza (test ANOVA) para comparar las
diferentes rectas de calibrado que se habian realizado, con el fin de comprobar
si existian diferencias significativas entre ellas. Si el valor de F experimental (Fexp) €s
menor que el valor de F tedrico (Fieor) No hay diferencias significativas entre las
varianzas, sin embargo si Fexo €5 mayor que Freor si habrd diferencias significativas.
El test estadistico t se lleva a cabo para comparar las diferentes pendientes de
las rectas de calibrado. Si el valor experimental t (texp) €s menor que el tedrico
(treor) NO habrd diferencias significativas entre las pendientes de las rectas de

calibrado. En la tabla 8.15 se muestran los valores de Fy t.

Tabla 8.15. Anadlisis de varianza

Rectas de calibrado Fexp Freor fexp treor
My [3] 10.650 6.260 6.797 2.586
[2]y [4] 3.648 3.370 5.212 2.420
[31y [5] 1.080 5.410 1.697 2.310
[4] y [6] 1.350 3.860 6.434 2.180
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Se pudo comprobar que existian diferencias significativas entre las rectas
de calibrado (([1]1 v [3]) v ([2] v [4])) correspondientes a Mujer A (no embarazada)
y Mujer B (embarazada de 18 semanas) para los dos tiempos de acumulacion y
entre las rectas de calibrado ([4] vy [8]) correspondientes a Mujer B y Mujer C
(embarazada de 20 semanas) utilizando en este caso 30 s de acumulacién. Sin
embargo, no se enconfraron diferencias significativas entre las rectas obtenidas
a partir de orina de Mujer B y Mujer C ([3] vy [5]) utilizando 0 s de acumulacién.
Este hecho podria deberse a los posibles cambios de fuerza iénica de las

diferentes orinas utilizadas en el estudio.

Como conclusidon de este estudio, podemos decir que la determinacion
de mifepristone en orina no se podrd llevar a cabo por medida directa sino
utilizando el método de las adiciones estdndar porque depende de la orina que
estemos utilizando. De nuevo, los métodos electroquimicos necesitan utilizar esta
metodologia para evitar los diferentes efectos de la matriz bioldgica (fuerza
ibnica, metabolitos bioldgicos, farmacologia del embarazo, creatinina, diferentes

ureas, etc).

a) Limites de deteccion y cuantificacion

Como en el capitulo anterior, el procedimiento utilizado para establecer
los limites de deteccidn y de cuantificacion se basa en los datos obtenidos en la

recta de calibrado. Para ello, se calcularon a partir de las rectas de calibrado de
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50 pL de orina mujer A (rectas [1] v [2], para tiempos de acumulacién de 0y 30 s,
respectivamente). Los limites de deteccién y de cuantificaciéon se muestran en la
tabla 8.16.

Tabla 8.16. Limites de deteccion y cuantificacion

tac () LD (M) LC (M)
0 3.50x10-8 1.05x107
30 1.91x108 5.74x108

b) Precision

Para llevar a cabo este estudio se prepard una muestra de la siguiente
manera: se adicionaron 50 ul de orina dopada con una cantidad de
mifepristone para obtener una concentracién final de 2.3x107 M en la celda
voltamperomeétrica, sin necesidad de ningun tratamiento previo, sobre 10 mL de
una disolucién de HCIO4 0.010 M, pH 2.0. A contfinuacidn, se registraron
sucesivamente nueve voltfamperogramas en las condiciones seleccionadas

como 6ptimas.
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Para evaluar la reproducibilidad entre dias consecutivos, se prepard otra
muestra igual que la anteriormente citada y se volvieron a registrar nueve

voltamperogramas consecutivos en las mismas condiciones seleccionadas.

Se compararon las varianzas de las series segun el test estadistico F de
Snedecor para pruebas de dos colas. De esta manera, se encontrd que no
existian diferencias significativas entre las series para un intervalo de confianza
del 95%.

Los resultados obtenidos, en términos de medias, desviacion estdndar
(DE) y porcentaje de desviacion estdndar relativa (DER) se muestran en la tabla
8.17.

Tabla 8.17. Valores medios, DF y DER

tacO's tac 30 s
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Ir media (nA) 158 155 745 739
DE 2.88 3.15 5.15 7.63
DER 1.82 2.03 0.69 1.03
Fexp 0.84 0.45
Fieor 443 443
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¢) Aplicaciones

Para comprobar la validez del método propuesto se prepararon cuatro
orinas diferentes a las que se adicionaron cantidades variables de mifepristone,
analizéndose cada una de ellas por triplicado mediante voltamperometria de
onda cuadrada con tiempos de acumulacién de 0 y 30 s. El procedimiento
operatorio fue el siguiente: sobre una disolucién de 10 mL de HCIO4 0.010 M,
previamente purgada con N2 de alta pureza durante 10 minutos, se adiciond un
volumen de 50 ulL de muestra problema, los cuales no necesitaron ningun
tratamiento previo. En todos los casos se utilizd el método de las adiciones
estdndar para readlizar la  determinacién  de este compuesto. Los
voltamperogramas fueron registrados en las condiciones ya establecidas para la

técnica propuesta.

En la tabla 8.18 se recogen los valores de recuperacion para las
diferentes muestras preparadas en el laboratorio. Como se puede observar en la
tabla se obtuvieron mejores valores de recuperacion cuando se utilizd 30 s como
tiempo de acumulacién. Los malos resultados obtenidos para un tiempo de
acumulacion de 0 s puede ser debido a la presencia de interferentes presentes
de forma natural en la orina, que mostraban posibles reducciones a un potencial
préximo al de mifepristone y que ya se manifestaron en el estudio indicado
anteriormente sobre la influencia de la canftidad de orina en la celda

voltamperométrica (figura 8.14).
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Tabla 8.18. Recuperaciones obtenidas en las muestras preparadas en el laboratorio

Recuperacion (%)

MUESTRA Mifepristone (*)
tacOs tac 30's
M1 1.25x107 92 88
M2 1.84x107 76 108
M3 2.15x107 46 96
M4 3.04x107 57 107

(*) Concentracién molar de mifepristone en la celda voltamperométrica.

Por tanto, la metodologia electroquimica propuesta permite el andlisis de
mifepristone en orina a pesar de ser tan bagja su excrecidon en dicho fluido
bioldgico (solo el 10% con respecto a la posologia del fédrmaco) y poder
controlar asi la evolucion en el proceso de aborto inducido farmacoldgicamente

con su administracion hospitalaria.

482



Conclusiones







Conclusiones

¥’ La electroforesis capilar en zona permite la separacion y determinacién
de imatinib y su metabolito en menos de 5 minutos en muestras de oring, las
cuales no necesitarian ningun tratamiento previo. Ademds, una de las ventajas
de este método propuesto es la inyecciéon por el lado corto del capilar, lo que

supone una gran discriminacién del tiempo de andlisis.

¥ Las técnicas electroquimicas de redisolucion adsortiva mediante
barrido por onda cuadrada permiten cuantificar globalmente el contenido de
imatinib y su metabolito en orina humana, sin tratamiento previo de la muestra,
siendo necesario un volumen total de orina de 25 ulL y necesitdndose menos de

un segundo en el barrido voltamperométrico.

v Se proponen dos métodos analiticos, sencillos, rdpidos y reproducibles,
para la determinacién, por electroforesis capilar, de citrato de sildenafilo y su
metabolito principal (UK-103,320) en suero humano utilizando una etapa previa

de extraccion en fase soélida.

v Se constata la utilidad de la electroforesis capilar electrocinética
micelar en la separacién y determinacion del citrato de sildenafilo y su
metabolito principal UK-103,320 que permite proponer esta técnica como

alternativa en laboratorios farmacéuticos de control de calidad.

v La utilizacién de capilares con una celda de deteccidén en forma de
burbuja permite disminuir sensiblemente los Iimites de deteccién de citrato de

sildenafilo y su principal metabolito, sin pérdida significativa de resolucion.

¥ Las técnicas electroquimicas de redisolucion adsortiva mediante
barrido por onda cuadrada permiten cuantificar globalmente citrato de

sildenafilo y su principal metabolito en suero (previa extraccion en fase sélida) y
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en orina (sin tratamiento previo), necesitdndose menos de un segundo en el

barrido voltamperométrico.

v Se establecen las condiciones quimicas mds adecuadas y los
pardmetros instrumentales necesarios para obtener los voltamperogramas,
mediante voltamperometria de redisolucidén adsortiva por onda cuadrada, que
permiten determinar cuantitativamente mifepristone en muestras de orina (sin
tratamiento previo de las mismas), alcanzdndose como es usual en las técnicas

electroquimicas, una alta sensibilidad en el andlisis.
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