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RESUMEN

En el presente trabajo se desarrollé un método
automatizado y robusto para la determinacién
simultanea de atenolol, propranolol y carvedilol
en muestras de plasma humano por cromatografia
liquida de alta resolucién (CLAR) con deteccion por
fluorescencia. La inyeccion directa de las muestras de
plasma se efectud en una precolumna con empaque de
acceso restringido LiChrospher RP-18 ADS (alquil diol
silica) integrada en un sistema de columnas acopladas
bajo la modalidad de transferencia indirecta reversa.
La separacion cromatografica de los analitos se realizo
en una columna Altantis T3® (150 mm x 3,0 mm d.i.
y 5 um d.p.) y se utilizo la optimizacidn multivariada
para lograr la mejor resolucién y tiempo de analisis.
La validacion del procedimiento se evalu6 de acuerdo
a la normativa vigente, la Farmacopea de los Estados
Unidos (USP) y de la Conferencia Internacional de
Armonizacion (ICH). El método propuesto se aplico
exitosamente en ¢l analisis de muestras de plasma de
individuos bajo tratamiento médico con los farmacos,
con una frecuencia de anélisis de 10 muestras h™!.

PALABRAS CLAVE
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ABSTRACT

A robust and automated high performance liquid
chromatographic method has been developed and
validated for the simultaneous determination of
atenolol, propranolol and carvedilol in human plasma
samples. The untreated plasma samples were directly
injected onto restricted access LiChrospher RP-18
ADS (alquil diol silica) precolumn into a column-
switching system. Chromatographic separation
of the analytes was performed on a T3 Altantis ®
column (150 mm x 3.0 mm id and 5 microns dp) and
multivariate optimization was used to achieve better
resolution and analysis time. A full method validation
was performed according to guidelines set by United
States Pharmacopeia (USP) and the International
Conference on Harmonization (ICH). The proposed
method was successfully applied to analyze plasma
samples from patients submitted to beta-blocker
therapy, with a sampling frequency of 10 samples h™!.
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INTRODUCCION

La hipertension arterial (HTA) constituye un
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importante factor de riesgo cardiovascular,
cerebrovascular y renal, identificandose como una
causa significativa de mortalidad y la tercera de
incapacidad de la poblacion general. Su afeccidn ha
aumentado sustancialmente en las ultimas décadas,
probablemente favorecida por los cambios producidos
en el estilo de vida de la poblacion, especialmente
en relacion con la dieta y la actividad fisica. Las
ultimas recomendaciones para ¢l tratamiento de
la HTA, incluyen la utilizacidén en primera linea
de cinco grupos de farmacos antihipertensivos
(diuréticos, simpaticoliticos betabloqueadores (BB),
bloqueadores de canales de calcio, inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina y antagonistas
de los receptores de la angiotensina II) que actuan
interfiriendo en los diferentes mecanismos fisioldgicos
normales que regulan la presion arterial. A pesar de
que estos medicamentos han sido ampliamente
utilizados en el control de la HTA, requicren de
constante revision de los ensayos clinicos referentes
asu calidad, actividad farmacoldgica y seguridad [1].

El analisis de drogas se puede dividir basicamente
en tres campos: 1.- Analisis de materia prima utilizada
para la elaboracion del medicamento. 2.- Analisis de
la droga en cada una de las etapas de la formulacidon
del medicamento. 3.-Métodos bioanaliticos para
estudios in vitro e in vivo de los medicamentos.
Para los 2 primeros casos se utilizan metodologias
que estan publicadas en libros especializados como
lo son las Farmacopeas. Sin embargo si hablamos
de los métodos bioanaliticos, en la actualidad
son escasas las publicaciones donde se recopilen
todos los procedimientos para la cuantificacion de
medicamentos en fluidos bioldgicos.

En Venezuela, por resolucion ministerial
del afio 2006, sc exigen los estudios y ensayos
clinicos para el registro y comercializacion de los
medicamentos. En ella se incluyen diversos farmacos
antihipertensivos [2]. En ese sentido, es necesario el
desarrollo de métodos analiticos rapidos y sensibles
para la determinacion de estos compuestos.

En la literatura se han descrito varios métodos
para la determinaciéon de BB particularmente de
forma individual y en diversas matrices utilizando
diferentes técnicas, tales como: inmunoensayos
[3.4], espectrofotométricas [5,6] y electroquimicas
[7]. No obstante, debido a la complejidad de las
matrices bioldgicas, la técnica mas empleada ha sido
CLAR, la cual ha demostrado ser selectiva y sensible
para determinar BB en fluidos bioldgicos [8-23].

Por otra parte, un aspecto fundamental y critico en
el proceso analitico es el tratamiento de las muestras
bioldgicas, con algunas excepciones [8,18,19,23]
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los métodos reportados para determinar BB por
CLAR involucran procedimientos convencionales
y tediosos para el tratamiento de la muestra, tales
como: desproteinizacion [9], extraccion liquido-
liquido (ELL) [10] y extraccion en fase sélida (EFS)
[11, 21, 22] utilizando cartuchos con sorbentes de
diferente naturaleza.

En el transcurso de los ultimos afos, se han
desarrollado algunas estrategias analiticas que
permiten la inyeccion directa de fluidos bioldgicos
en ¢l sistema cromatografico y que han sido descritas
en varios articulos de revision sobre el tema [24-28].
Una de cllas es ¢l desarrollo de soportes especiales
de extraccion selectiva [23-25] los cuales son una
alternativa muy atractiva para reducir el numero de
etapas de manipulacion de la muestra y el riesgo de
pérdida de los analitos.

Entre los diferentes sorbentes de extraccion
disponibles en ¢l mercado, los mas populares
actualmente poseen una propiedad comun, la de
exclusion de las macromoléculas como las proteinas
presentes en el plasma, mientras que los analitos de
interés son retenidos generalmente por interacciones
hidrofobicas o clectrostaticas [24-27]. La salida al
mercado de estos materiales ha permitido integrar la
preparacion y limpieza de la muestra en el sistema
cromatografico en un sistema de columnas acopladas
mejorando la exactitud y precision del método
analitico [23-26]

En virtud de todo lo expuesto en este trabajo
se desarrolld y validéo un método analitico
automatizado y sensible por cromatografia liquida
de alta resolucion con deteccion por fluorescencia
y con introduccion directa de la muestra para la
determinacion simultanea de los betabloqueadores:
atenolol, propranolol y carvedilol en muestras de
plasma humano.

La principal ventaja del método propuesto radica
en la automatizacion del tratamiento de la muestra,
que simplifica significativamente ¢l procedimiento
y reduce el tiempo de analisis aumentando la
frecuencia de analisis.

Adicionalmente, el sistema de columnas
acopladas utilizado garantiz6 bajo consumo de
solventes organicos y baja generacion de residuos
toxicos por lo que esta propuesta metodologica se
enmarca dentro de la filosofia general de la Quimica
Analitica Verde.

PARTE EXPERIMENTAL

Instrumentacion: Las determinaciones se
realizaron en un cromatégrafo liquido marca
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Perkin-Elmer serie 200, compuesto por un inyector
automatico, bomba cuaternaria de alta presion, horno
con modulo de control de temperatura, detector de
fluorescencia, un desgasificador en linea para las
fases moviles y un computador digital provisto con
un Software TotalChrom (version 6.3), que permitid
el control de todos los componentes del sistema, asi
como ¢l registro, almacenamiento y procesamiento de
los datos.

Se utiliz6 una bomba Knauer modelo 64 para
suministrar la fase movil de lavado o de extraccion.
La inyeccion de la muestra se realizo con una valvula
Rheodyne modelo 7125, provista de un bucle de
50 uL. Para el acoplamiento de la etapa de EFS al
cromatografo liquido se adapt6 una valvula selectora
de columnas automatica de seis puertos Rheodyne
modelo 7000. Como precolumna de extraccion de
los analitos de la muestra, se utilizé una precolumna
LiChrospher RP — 18 ADS (Merck), de 25 mm de
longitud, 4 mm de diametro interno y 25 pm de
didmetro de particula. La separacion se realizd en
una columna Altantis T3® (Waters) de 150 mm de
longitud, 3,0 mm de diametro interno y 5 pm de
diametro de particula.

Las muestras de plasma se centrifugaron en una
microcentrifuga marca Eppendorf, modelo 5415C, con
velocidades de 0 a 14.000 r.p.m.

Se utilizé6 un pHmetro marca Orion Rescarch
modelo 701A/digital ionalyzer para el control del pH
de todas las soluciones.

Reactivos, solventes, estandares y fases méviles:
Todos los disolventes utilizados fueron de grado CLAR
(Karl Fisher) y el agua fue purificada en un sistema
Milli — QTOC (Waters Millipore). Los reactivos
empleados fueron de grado analitico, los patrones
certificados USP de clorhidrato de propranolol y
carvedilol fueron suministrados por Inversiones
Dayamar (Caracas, Venezuela) y el patron de atenolol
fue suministrado por Sigma (ST Louis, USA.).

La solucion reguladora de acetato de amonio 100
mM (pH = 3,0) se prepard a partir de la cantidad
necesaria de acetato de amonio 98% suministrado por
Himedia Laboratories (Pvt. Ltd, Mombai, India) en
aguay se ajusto el pH utilizando acido acético glacial.

Las soluciones madre de los analitos (1000 pg /L)
se¢ prepararon en acetonitrilo (MeCN) a partir de
los patrones correspondientes y se almacenaron en
frascos ambar bajo refrigeracion a 4 °C hasta su uso.
Las soluciones de trabajo a diferentes niveles de
concentracion se prepararon diariamente por dilucion
en la fase movil de extraccion.

La fase mdvil de lavado o de extraccion consistio
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en una solucién al 2% de MeCN en agua y la fase
movil del andlisis de una solucion al 15% de MeCN
en buffer acetato de amonio 100 mM de pH 3. Ambas
fases fueron filtradas a través de membranas de 0,22
um de didmetro de poro (HV, Millex de Millipore) y
desgasificadas en un bafio ultrasonico (Branson 2210)
antes del analisis.

Muestras de plasma: Para la optimizacion y
validacion del método, se utilizd un concentrado de
plasma de 30 adultos voluntarios sanos y se analizaron
20 muestras de plasma de individuos bajo tratamiento
con BB.

Las muestras de sangre se tomaron por puncion
venosa y s¢ colocaron en tubos Vacutainer®
tapa morada con EDTA como anticoagulante.
Seguidamente, las muestras se centrifugaron a 2400
r.p.m durante 10 minutos. EI plasma se separ6 y se
almacend bajo refrigeracion a 4°C hasta el momento de
su analisis. En el momento del analisis, las muestras de
plasma se diluyeron 1:2 (V/v) en la fase de extraccion,
se centrifugaron a 6000 r.p.m durante 15 minutos y se
filtraron con filtros de PTFE de 13 mm de didmetro
y 0,22 pm de tamafo de poro suministrados por
Waters Corporation (Milford, Massachussets USA).
De esta forma se evitd que cualquier tipo de material
en suspension pudiera ocasionar una obstruccion en
los poros del material de empaque de la precolumna
o en las conexiones del sistema. Posteriormente se
inyectaron 50 pL de plasma diluido en la precolumna
de extraccion para su analisis.

Procedimiento analitico: La determinacion
de los BB en las muestras de plasma se realizo por
cromatografia liquida en fase reversa en un sistema de
columnas acopladas. Un esquema del sistema utilizado
se muestra en la Figura 1.

Detector

Vélvula de seis puertos N
Desecho

Desecho de las
proteinas del plasma

l Carga Desorcion

Fig. 1. Diagrama esquematico del sistema de columnas acopladas.
V1: valvula de inyeccién de la muestra; VS: valvula automatica
selectora de columnas; Bomba 1: bomba que suministraba la fase
movil de extraccion y Bomba 2: bomba que suministraba la fase
movil de elucién




El procedimiento constaba de 3 etapas
fundamentales:

Introduccion y tratamiento de la muestra en la
precolumna: Utilizando la valvula de inyeccion (V1)
se inyectd un volumen de 50 pl. de plasma previamente
diluido en la fase de lavado o extraccion. La muestra se
transfirio6 a la precolumna utilizando la fase movil de
extraccion que fue suministrada por la Bomba 1 a un
flujo de 0,5 mL/min. Los BB presentes en la muestra
se retenian, mientras que los compuestos endogenos
del plasma se eluian al desecho en un tiempo de 2
minutos (tiempo de lavado). Durante este tiempo la
valvula selectora de columnas (VS) se encontraba
en la posicion de carga y la fase moévil de elucion
suministrada por la Bomba 2 circulaba a través de la
columna analitica a un flujo de 0,5 mL/min.

Transferencia de los analitos: Cuando la
valvula (VS) giraba hacia la posicion de inyeccion,
la fase moévil del andlisis, de mayor poder de elucion,
circulaba a través de la precolumna en direccion
contraria de la fase mévil de lavado y los analitos de
interés se transferian a la columna analitica, durante
un tiempo de 2 minutos (tiempo de transferencia).
Posteriormente la valvula giraba hacia la posicion
de carga permitiendo el acondicionamiento de la
precolumna para una nueva inyeccion.

Separacion de los analitos y su deteccion: En
esta etapa la fase movil circulaba por la columna
analitica para separar a los analitos y detectarlos por
fluorescencia a la salida de la misma.

RESULTADOS Y DISCUSION

Separacion cromatografica de los BB en
la columna analitica: Las moléculas de los BB
estudiados tienen caracteristicas polares [29] por lo
que su separacion en una columna apolar convencional
del tipo Cg esta afectada por una baja retencion y una
pérdida de la eficiencia. Esto se debe principalmente a
la estructura que poseen los empaques de silica para las
columnas para fase reversa, donde aproximadamente
un 50% de los grupos silanoles permanecen sin
reaccionar en los procesos de endcapping. Esto
ocasiona una modificacion en sus propiedades acidicas
y su ionizacion no puede ser suprimida, incluso
empleando fases mdviles a pH acido (dentro de los
limites de estabilidad de estas columnas) [30]. Esto
conduce a la formacion de enlaces ionicos entre los
silanoles residuales y estos farmacos con caracteristicas
basicas y polares por lo que la cinética del mecanismo
de adsorcion — desorcion seria muy lenta y variable
[31]. Para solucionar estos inconvenientes, se utilizo
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la Cromatografia de Interaccion Hidrofilica (HILIC)
considerada como una extension de la modalidad en
fase normal ya que la fase de mayor poder de elucion
es de naturaleza acuosa y permite el empleo de
solventes organicos [32]. En este trabajo, se utilizé una
columna HILIC, Atlantis T3® de relleno apolar Cg de
base silice enlazados en forma trifuncional, donde la
molécula de C,g, responsable de la funcionalidad de
la columna, tiene tres puntos de union al sustrato de
silica. Esta caracteristica le proporciond importantes
ventajas en la separacion de los BB tales como, una
mayor retencion, una mayor simetria de los picos y
una mayor estabilidad de la columna, especialmente
a pH acidos [33].

La optimizacion de la separacion cromatografica
se realiz6 empleando el método multivariado es
decir, variando diversos parametros a la vez, en el
sistema instrumental propuesto. El uso de las técnicas
multivariadas para la optimizacion de cualquier
procedimiento analitico generalmente se hace en dos
etapas: en la primera se realiza una evaluacion preliminar
através del disefio factorial, a fin de identificar aquellos
factores que influyen significativamente sobre la
respuesta analitica y posteriormente se estima una
funcion, que permita calcular los valores dptimos en
el método correspondiente. El criterio utilizado para
este fin, fue la obtencion de un cromatograma con
una buena resolucion (Rs) entre los analitos y en el
menor tiempo de andlisis posible. En este sentido, el
minimo valor aceptable de Rs entre dos picos esta
definido por la mayor parte de los autores como 1,0 y
el maximo corresponde a 1,5 [34]. Sin embargo, las
farmacopeas indican que un valor de Rs mayor que
2,0 es considerado optimo [29,35].

Se aplico un disefo experimental de tres factores:
molaridad de la solucion reguladora, pH y % del
solvente organico en la fase movil, con tres niveles:
(+1) alto, (0) valor nominal y (-1) bajo (ver Tabla
1). Partiendo de una fase movil definida en estudios
preliminares, se plantearon 9 experimentos y en cada
caso se¢ inyectaron 3 réplicas de la solucion estandar
de los BB. Todas las combinaciones posibles de los
niveles fueron analizadas estadisticamente, utilizando
el programa Statgraphics Version 5.1 (Manugistics,
Rockville, MD, USA).

TABLA 1
Factores y niveles utilizados en la aplicacién del disefio factorial

Variable Bajo(-1) Medio (0) Alto (+1)
Molari |
olaridad de 50 75 100
buffer
pH 28 3,0 32
% MeCN 10 15 25
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Para estimar los efectos principales en el area
de pico y tiempo de retencion de los BB, se utilizd
un analisis de varianza (ANOVA). Los resultados
indicaron que el cambio en los niveles de las variables
estudiadas influian significativamente sobre el area del
pico y el tiempo de retencion de los analitos estudiados
con un 95,0% de nivel de confianza.

Se realizé también un estudio de efectos
estandarizados que permitia interpretar de forma
grafica el impacto de los factores en la respuesta
analitica. Los resultados obtenidos confirmaron que
las variables estudiadas y sus interacciones poseian un
efecto significativo sobre el area de pico y el tiempo de
retencidn de los analitos, y en base a esta informacion
se procedid a determinar la combinacidon de niveles
de los pardmetros, que proporcionaban una respuesta
optima bajo el criterio establecido. Para este fin, se
estudiaron las superficies de respuesta para cada uno
de los casos y se realizo una evaluacion critica de los
puntos optimos obtenidos para cada analito, los cuales
se muestran en la Tabla 2.

Cada una de las composiciones de fases moviles
fueron ensayadas con el procedimiento propuesto y se
obtuvieron los valores de Rs que se indican, calculados
a través del Software TotalChrom [36].

Se puede observar que la Rs entre el propranolol y
carvedilol para todas las composiciones de fase movil
no se ajustaban a los valores minimos permitidos por
las farmacopeas. Estos analitos presentan propiecdades
lipofilicas similares, por lo que pueden cocluir bajo
ciertas condiciones cromatograficas. Adicionalmente,
el carvedilol al ser el analito mas retenido, influye
directamente sobre el tiempo de corrida total. Para el
caso del atenolol solo se optimizd el area de pico, ya
que en relacion a los demads analitos es el que posee
el menor coeficiente de extincidn molar [29]. En ese
sentido, un buen compromiso entre resolucion y
tiempo de analisis satisfactorio para el compendio de
los resultados obtenidos se logré con una fase movil
15 % MeCN en buffer acetato de amonio 100 mM
(pH = 3) en régimen isocratico, a un flujo de 0,5 mL/
min que se utilizd para el resto del analisis.

TABLA 2

Puntos optimos obtenidos de los parametros para los
diferentes niveles evaluados

Valor 6ptimo
% MeCN mM Buffer pH Rs

Analito Respuesta analitica

Area de pico

Atenolol g 23 70 34
(maximizar)
Area (.je.pICO 25 707 34 206
(maximizar)
Propranolol . .
Tlenj po de. rgtgncmn 25 50 26 174
(min) (minimizar)
(meimiver) 2 6 26 108
Carvedilol
Tiempo de retencion 25 100 26 076

(min) (minimizar)
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Optimizacion del sistema de deteccion: Se
optimizo la deteccion por fluorescencia partiendo de
valores reportados por diversos autores en la literatura
[12-14]. Los resultados indicaron que debido a las
diferencias en las caracteristicas fluorescentes de
los BB, era necesario trabajar con un programa de
longitudes de onda de excitacion y emision para
obtener la maxima respuesta para cada uno de ellos.
Las longitudes de onda de excitacion y emision
seleccionadas fueron de 230 — 310 nm para el atenolol
y 240—340 nm en ¢l caso del propranolol y carvedilol.
Adicionalmente, se establecio un nivel de sensibilidad
medio — alto, adecuado para la cuantificacion de los
BB en plasma.

Estudio del tratamiento de la muestra en la
precolumna de extraccion ADS: La EFS de los BB se
realizd en una precolumna empacada con un material
de acceso restringido (Restricted Access Material,
RAM por sus siglas en inglés). Este tipo de material
se caracteriza por tener un mecanismo dual ya que por
el tamafo de poro de sus particulas (6 nm) excluyen
las macromoléculas como las proteinas presentes en el
plasma, Por el contrario, los analitos de menor tamafio
penetran en los poros y son retenidos por interacciones
hidrofobicas con la fase estacionaria que recubre la
superficie interna del poro. Adicionalmente, posee
una superficie externa de caracter hidrofilico (grupos
dioles) que impide la interaccion con las proteinas y
que contribuye a la exclusion de las mismas [37].

La columna del tipo ADS (alquil-diol-silica, siglas
en inglés) fue introducida por Boos y Colaboradores
[37,38] y se caracterizan porque, toleran la inyeccion
directa y repetida de fluidos bioldgicos sin ningun
tratamiento previo mas que la centrifugacion de
las mismas. Se¢ optimizaron aquéllos parametros
involucrados en la extraccion en fase so6lida de los BB
y en la automatizacion de esta etapa del procedimiento.
La fuerza de elucion de la fase movil de extraccion
debe permitir la eliminacion de la maxima cantidad
de compuestos endogenos presentes en la matriz para
asi prevenir las posibles interferencias en el momento
de la separacion de los analitos y a su vez proteger la
columna analitica empleada.

Ademas se optimizaron el tiempo de limpieza de
la muestra y el tiempo de transferencia de los analitos
a la columna analitica que son los parametros que
determinan el programa de tiempos en la valvula
selectora. Para ello, se conectd la precolumna
LiChrospher ADS directamente al detector UV, se
fijo una longitud de onda de 280 nm, y se evalud el
perfil de elucion del plasma y de los analitos variando
la composicion y el flujo de la fase movil de lavado
o extraccion. Los mejores resultados se obtuvieron
con una solucion 2 % de MeCN en agua a un flujo




de 0,5 mL/min. En este punto es importante sefialar
que se utilizé un 2% de MeCN como modificador
organico con ¢l fin de romper la posible interaccion
de los farmacos con las proteinas que los transportan
en la sangre. Esta union también se debilitaba antes
de la inyeccion en la precolumna ya que la muestra de
plasma se diluia en una proporcion de 1:2 (v/v) con
esta misma fase [39].

El tiempo de lavado de la muestra se fijo en 2
minutos, ¢l cual se estableci6 entre el tiempo en que
finalizaba de eluir de la precolumna todo el material
endogeno de la matriz y el tiempo en que comenzaba a
eluir de la misma el analito menos retenido (atenolol).
Se estudid también el tiempo de transferencia de
los analitos a la columna analitica para lo cudl se
determind el tiempo de transferencia del carvedilol que
era el analito mas retenido. Se establecio un tiempo de
2 minutos como tiempo de transferencia.

Finalmente, se realiz6 el montaje de todo el sistema
propuesto y se establecio el programa de tiempos de la
valvula automatica selectora. En la Tabla 3 se resumen
las condiciones optimizadas para todo el sistema y en
la Figura 2 se muestran el cromatograma obtenido bajo
estas condiciones al inyectar en el sistema 50 pL de una
muestra de plasma enriquecida con atenolol, propranolol
y carvedilol a concentracion de 0,25; 0,025 y 0,0025 pg/
mL. Se puede observar que los BB se separan con una
buena Rs en un tiempo inferior a 8§ min.

TABLA 3
Condiciones de operacion del sistema instrumental

Tlempo Posicién de las vélvulas Evento
!mln)
0 Valvulade inyeccién manual Rheodyne Carga: 50 L de plasma diluido

7125 (V4): en posicién de carga
2 Valvulade inyeccién manual Rheodyne
7125 (V4): en posicién de inyeccién

Limpieza de la muestra y extraccion
de los analitos

Valvula selectora de columnas Rheodyne Fasemovil de lavado: 2 % MeCN
7000 (VS): en posicion de carga enagua

Precolumna de extraccién:

LiChrosphere ADS (20 mm x 3,9 mm x 25 pym d.p.)
2 Valvula selectorade y ia de los analitos a la

7000 (VS): posicion de inyeccion columna analitica

Flujo: 0,5 mU/min

Columna analitica: Atlantis T3®
(150 mm x 3 mmx 5 pm d.p.)

Fase movil deelucién: 15% MeCN
en acetato de amonio (pH = 3,0)

Temperatura: 30 = Flujo: 0,.5mU/min

Deteccién Fluorescencia:

Atenolol: Ae230 nm Aer 310 nm
Propranolol y Carvedilol: Ae 240 nm
Aem 340 nm

8 Vélvulaselectorade
7000 (VS): posicion de carga

de extraccion: se
regenera para una nueva inyeccion
(2 min)

Columna analitica: se realiza la
separacion de los analitos en
Régimen Isocratico

Flujo 0,5 mL/min

Deteccién: Fluorescencia
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Prueba de idoneidad del sistema cromatografico:
La prueba de idoneidad del sistema (System Suitability
en inglés) es una parte integral de un andlisis por
cromatografia que generalmente se realiza como
paso previo al proceso de validacion. Se utiliza para
verificar que los parametros cromatograficos y la
reproducibilidad del sistema instrumental son los
adecuados [40].

350

300

Respuesta (mV)

250

200

150

Atenolol

Propranolol
Carvedilol

50

00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 1,0 120 130
tiempo (min)

Fig. 2. Cromatograma bajo las condiciones del sistema optimizado
(Tabla 2) para una muestra de plasma enriquecida con 0,25; 0,0125y
0,00125 pg/mL de atenolol, propranolol y carvedilol respectivamente

Los parametros de evaluacion para idoneidad en
CLAR se pueden agrupar en dos categorias: precision
y parametros cromatograficos (factor de capacidad,
numero de platos tedricos, resolucion y factor de cola).
Estos son determinados y comparados con los limites
especificados en las Farmacopeas o los recomendados
por organismos internacionales como la FDA (Tabla
4) [41,42].

Se verifico experimentalmente la idoneidad del
sistema cromatografico; para cllo se analizaron 5
réplicas de una solucion estandar de concentracion
0,25;0,0125y0,00125 pg/mL de atenolol, propranolol
y carvedilol respectivamente; inyectadas en el sistema
cromatografico bajo las condiciones optimizadas
(Tabla 3).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4,
los cuales cumplen con los requerimientos establecidos
y por ello se pudo concluir que el sistema de medicion
funcionaba adecuadamente y que los resultados
obtenidos en la validacion del método son fiables.

Estudio de Robustez: La robustez de un método
analitico evalua la capacidad que demuestra el
procedimiento de analisis para proporcionar resultados
validos en presencia de pequefios cambios respecto
a las condiciones descritas en el método (incluidas
sus tolerancias), susceptibles de producirse durante
su utilizacion [43]. Particularmente, este parametro
evalua la constancia de los resultados cuando factores
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internos, inherentes al método de analisis, son variados
deliberadamente [42,43].

TABLA 4
Prueba de idoneidad del sistema cromatografico

Factorde Factorde Platos

Concentracion t, D.E.Rbt, . ) . .
Compuestoc (ugmL) (min)e %) capacidad asimetria tedricos
(k) M (N)
Atenolol 025 245 024 393 1,58 4560
Propranolol 0,0125 6,60 0,37 4,92 1,74 4770
Carvediol 0,00125 7.9 0,53 554 1,56 6961
Limites

DER<1% k'>2 T<2 N> 2000
recomendados

tr: tiempo de retencién; DER: desviacion estandar relativa (n=5)

Se¢ estudid la robustez de la metodologia
desarrollada variando la temperatura de la columna
(28-30-32; °C), el pH (2,8-3,0-3,2) y la composicion
de solvente organico en la fase movil (83:17-85:15-
87:13; Buffer acetato 100 mM pH=3:MeCN, v/v). La
influencia de cada factor se comprobo utilizando el
método univariado con tres niveles; es decir con dos
desviaciones en la magnitud del parametro estudiado
alrededor del valor nominal (optimizado) (0), (+1)
para ¢l alto y (-1) para ¢l bajo respectivamente. La
evaluacion del cambio en la respuesta, se realizd
estimando la desviacion estandar relativa (DER),
donde el criterio de aceptacion, seglin las normativas
del ICH debe ser menor del 2% [43].

Para este estudio, se¢ inyectaron cinco réplicas de
soluciones estandares de los BB, preparados en fase
movil a diferentes niveles de concentracion y las
respuestas monitoreadas fueron el area de pico y el
tiempo de retencion. Los resultados obtenidos para
cada uno de los BB indicaron que ¢l mayor porcentaje
de cambio en el area de pico, se presentaba cuando se
variaba el pH de la fase movil. Sin embargo, todos
los valores de DER obtenidos, estuvieron dentro de
los limites aceptables (< 2%). Por lo tanto se puede
concluir que el método es robusto para los factores
estudiados.

VALIDACION DEL METODO

La validacion del método se realizo de acuerdo a
las normativas gencrales editadas por la Farmacopea
de los Estados Unidos (USP) y de la Conferencia
Internacional de Armonizacion (ICH) [35].

Efecto de matriz: Para evaluar el efecto de la
matriz plasma en el analisis, se realizaron curvas
de calibrado de soluciones estandares de atenolol,
propranolol y carvedilol preparadas en la fase movil
de extraccion y de muestras de plasma fortificadas con
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los analitos a los mismos niveles de concentracion.
Cada curva de calibrado incluyo al menos una serie
de seis puntos y un blanco de plasma, y se midieron
cinco veces cada uno. En la Tabla 5 se presentan
las ecuaciones de regresion lineal del area de pico
en funcion de la concentracion para los graficos de
calibracion y adicion de estandar. Las curvas son
lineales en el intervalo de concentracion estudiado
para todos los casos, con 12 > 0,9992. Por otra parte,
la comparacion de las pendientes de las curvas de
calibracion de estandares y de adicidon estandar no
presentaron diferencias significativas (t de student,
p=0,05; n=5).

Este comportamiento permite concluir que no
existen interferencias por parte de la matriz y se
pueden evaluar los niveles de atenolol, propranolol
y carvedilol en plasma humano utilizando las curvas
de calibrado de los analitos preparados en la fase de
extraccion.

TABLA 5
Caracteristicas analiticas del método

Ecuacion de Factor de Intervalo
Analito Matriz regresion lineal regresion dinamico
A=mC+n2 R? (ug mL")
Estandar  A=1,34 x+ 18097 0,992
’ ! — -3
Atenolol o ema  A=130x+20138  0gggs (020010
Estndar  A=3,03 x+ 12689 0,999
8 ; -3
Propranclol o oma  A=305x+11005  0gagg  &200)x10%)
Eséndar  A=139x+ 13327 0,999
Carvediol o onear X ’ (0,78-2,5) x 10°

Plasma A=138 x+ 15775 0,9998

2 A: Area de pico; C: concentracion del analito

Precision y exactitud: Se determiné la precision
intraensayo e interensayo por la medicion del area de
pico de cinco réplicas de soluciones estandares de los
analitos y de muestras de plasma enriquecidas a diferentes
niveles de concentracion (0,001-0,5 pg/L), durante un
diay en cinco dias diferentes. Los resultados obtenidos
mostraron que la DER durante un dia y entre dias
fueron menores del 3% para todos los casos lo que
demostraba la buena estabilidad y repetitividad del
sistema descrito.

La exactitud del método se estimo realizando
estudios de recuperacion de los analitos desde las
muestras de plasma y los resultados indicaron que
para todos los casos los porcentajes de recuperacion
estaban comprendidos entre 95 y 103% con un
C.V. < 3 %. Estos valores fueron cuantitativos
y demostraron la eficiencia de extraccion de la
precolumna LiChrospher ADS utilizada.

Limites de Deteccion y Cuantificacion: El
limite de cuantificacion del método definido como
la concentracion de analito que permite una altura
de pico diez veces la desviacion estandar del blanco




(10 o) fue: 0,015; 0,0078 y 0,00078 pg/mL para
atenolol, propranolol y carvedilol respectivamente.
Estos valores son aceptables ya que permiten evaluar
las concentraciones de los farmacos en plasma luego
de su administracion por via enteral.

El limite de deteccion definido como la
concentracion de analito que permite una altura de
pico 3 veces la desviacion estdndar del blanco (3 ©)
fue: 0,006, 0,0025 y 0,00025 pg/mL para atenolol,
propranolol y carvedilol respectivamente para un
volumen de inyeccion de 50 puL. Estos valores se
encuentran acordes a los reportados en la literatura
[10,12,15-17] y pueden considerarse satisfactorios
para evaluar el contenido de los BB en muestras de
plasma. Sin embargo cabe sefialar que si se requicre
mejorar la sensibilidad del método se puede lograr
aumentando el volumen de inyeccion de la muestra
hasta 200 pL.

Analisis de muestras reales: El método validado
se aplico satisfactoriamente para la determinacidn
de atenolol, propranolol y carvedilol en muestras
de plasma de 20 pacientes hipertensos que recibian
tratamiento con BB y asistian regularmente a las
consultas médicas del Departamento de Cardiologia
del Hospital Universitario de los Andes (HULA).
Los criterios de inclusion al estudio fueron: tener el
diagnostico de hipertension, ser mayor de 18 afios y
firmar el consentimiento informado. Las muestras
fueron tomadas en un intervalo de 0 a 6 horas después
de la dosis diaria del farmaco antihipertensivo. Para su
analisis, se prepararon segun se indicé anteriormente y
fueron medidas un minimo de tres veces cada una. Se
encontraron valores de concentracion en los intervalos:
0,02 -0,107 ug/mL para las muestras de pacientes
bajo tratamiento con atenolol y 0,0126 - 0,0272
pg/mL, 0,00275 - 0,04618 ug/mL para los tratados
con propranolol y carvedilol respectivamente
(D.E.R < 3% (n=3) para todos los casos). Estos
valores concuerdan con los reportados en la literatura
para estudios farmacocinéticas [10,12,15-17] lo que
indica que el método es adecuado para realizar el
monitoreo de rutina de los BB.

CONCLUSIONES

La propuesta metodoldgica desarrollada incorpora un
nivel de automatizacion que la hace atractiva y competitiva
para abordar el analisis de propranolol, atenolol y
carvedilol en estudios farmacocinéticos y terapéuticos.

La automatizacion de la EFS de los analitos
minimiza los errores experimentales asociados al
tratamiento manual de la muestras obteniéndose
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una mejor precision y exactitud en el andlisis.
Adicionalmente, se reduce significativamente el tiempo
de andlisis, el procedimiento completo se realiz6 en
12 minutos. Sin embargo, ¢l sistema de columnas
acopladas permite realizar la etapa correspondiente
al tratamiento de una muestra, de forma simultanea,
con la separacion de los analitos de la inyeccion previa
incrementando la frecuencia de andlisis a 10 muestras
por hora. Este es un valor realmente atractivo, si se
toma en cuenta la complejidad del sistema.

Por tltimo, es importante resaltar las ventajas que
aporta la optimizacion multivatiada del procedimiento.
Esta modalidad de trabajo, que adquiere cada dia mas
vigencia, ademads de evaluar las posibles interacciones
entre las variables del sistema y su efecto neto sobre
la seial analitica, reduce de forma significativa el
nimero de experiencias necesarias para establecer
las condiciones Optimas de trabajo. Esto se refleja
en una reduccion importante en el tiempo requerido
para desarrollar y poner a punto la nueva propuesta
metodologica y, obviamente, en el costo asociado a
este proceso.
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