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Capitol 1

Capitol I

LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA MICEL-LAR EN LA
MONITORITZACIO DE FARMACS

I.1. Cromatografia liquida micel-lar

En 1981 es va publicar el primer treball on es descriu I'is d'una dissolucié aquosa d'un
tensioactiu en una concentracio superior a la seua concentracié micel-lar critica (cmce), com a fase
mobil en cromatografia liquida de fase inversa (RPLC) [1]. La técnica, anomenada cromatografia
liquida micel'lar (CLM), és un exemple interessant de la modificacidé del comportament
cromatografic mitjancant 1'is d'un equilibri secundari per variar tant la retencié com la selectivitat.
La majoria dels procediments en CLM utilitzen micel-les del tensioactiu anionic dodecilsulfat
sodic (SDS). Altres tensioactius Utils son el cationic cetiltrimetil-amoni (bromur o clorur) i el no

ionic Brij-35 [2]. Les separacions es duen a terme generalment utilitzant columnes C; o Cs.

Dins de la columna, els soluts es veuen afectats per la preseéncia de micel-les en la fase
mobil 1 per la naturalesa de la fase estacionaria alquil enllagada, la qual es troba recoberta per
monomers del tensioactiu (Figura 1.1). Por consegiient, al menys dos equilibris de repartiment
influeixen en el compartiment de retencio. En la fase mobil, els soluts poden romandre en la fase
aquosa, associar-se als monomers del tensioactiu lliure o a la superficie de la micel la, inserir-se
en la empallissada de la micel'la o penetrar en el cor de la mateixa. La superficie de la fase
estacionaria modificada pel tensioactiu, l'aparenga de la qual és similar a la de les micel les, pot
donar lloc a interaccions similars amb els soluts, de naturalesa principalment hidrofobica. Amb
tensioactius i0nics, amb els caps carregats de monomers en les micel-les 1 adsorbits sobre la fase
estacionaria es troben en contacte amb la dissolucio polar i originen interaccions electrostatiques

addicionals amb els soluts carregats. Finalment, també es deu tindre en compte I'associacio dels
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soluts amb la fase estacionaria alquil-enllagada no modificada i amb els grups silanol que romanen

lliures.

Les majors limitacions de les dissolucions micel-lars pures com a fases mobils son la seua
debil forca eluient i les baixes eficacies a que donen lloc. A principis de 1983, es va trobar que
l'addici6 d'un xicotet percentatge d'l-propanol incrementava l'eficacia i reduia la asimetria dels
pics cromatografics [3]. Es va establir el terme "fases mobils hibrides" per denominar als eluients
ternaris aigua/dissolvent organic/micel'les. A pesar que I'l-propanol és encara l'additiu més
freqiient, també s'utilitzen altres alcohols com metanol, etanol, 1-butanol i 1-pentanol, aixi com

altres dissolvents organics comuns en RPLC convencional com acetronitril i tetrahidrofura.

La concentracio de dissolvent organic en una fase mobil micel-lar deu ser suficientment
baixa per permetre l'existéncia de micel'les. La quantitat maxima que es pot afegir dependra del
tipus de tensioactiu i dissolvent organic, perd en general no es coneix. Per al SDS, la maxima
fraccid volumetrica d'acetonitril, 1-propanol, 1-butanol i 1-pentanol que pareix garantir la
preséncia de micel-les és 20, 15, 10 y 7% (v/v), respectivament. No obstant, son freqiients els
treballs analitics en els qué els autors indiquen la utilitzacié de fases mobils micel-lars hibrides,
perd que superen estos valors maxims, per la qual cosa les micel'les no existeixen. En estes
condicions, el sistema s'aproxima més a un sistema aquo-organic, encara que €s cert que la
presencia de monomers de tensioactiu afecta la retencio i a les eficacies. Cap destacar que les
dissolucions micel lars incrementen la solubilitat del 1-butanol i 1-pentanol en aigua, la qual cosa

permet alcancar concentracions utils en cromatografia liquida.

Les fases mobils micel-lars pures son sumament atractives, si es té en compte l'augment
de les restriccions de 1'is de dissolvents organics en els laboratoris. Per esta rad, les fases mobils
hibrides de tensioactiu i dissolvent organic van ser inicialment rebutjades, perque es considerava
que es perdia part de l'atractiu de la CLM. No obstant, la majoria dels procediments analitics de
CLM que apareixen en la bibliografia utilitzen estos eluients hibrids. La rad principal és que,
generalment, la retencid dels soluts amb fases mobils micel-lars pures €s massa elevada, la qual

cosa obliga a I'addici6 d'un dissolvent organic per a obtindre temps de retencioé adequats. D'esta
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forma també es millora la forma dels pics i la seua simetria.

\V4l IR“Q@\\\ /

Figura I.1. Interaccions solut-micel-la i solut-fase estacionaria en les fases mobils

micel-lars hibrides

Els procediments que utilitzen eluients hibrids posseixen encara l'avantatge de requerir
quantitats de dissolvent organic significativament inferiors a aquelles utilitzades en RPLC
convencional. En CLM, el dissolvent organic es troba, a més, altament retingut en la dissolucié
micellar, la qual cosa redueix el risc d'evaporacio. Les fases mobils poden, per tant, romandre
estables durant molt de temps. Per consegiient, la toxicitat, la inflamabilitat, I'impacte ambiental
iel cost de la RPLC es redueixen. Finalment, la preparacio de la mostra es veu accelerada degut
a la solubilitzacio més facil de les mostres en el medi micel lar, la qual cosa evita les laborioses
etapes de separacido de la matriu, necessaries quan s'utilitzen fases mobils aquo-organiques,

préviament a la injeccié de la mostra. Tots estos factors han permés el desenvolupament de
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multiples aplicacions, altament competitives davant a la RPLC convencional respecte a la

resolucio i al temps d'analisi [4, 5].

1.2. Naturalesa de les fases mobil i estacionaria

La presencia d'una xicoteta quantitat de dissolvent organic en la fase mobil micel-lar
produeix canvis en el procés de micel lizacid, que depenen de la naturalesa de l'additiu. S'observa
un increment progressiu en la cme del SDS (8,2 x 107* M en aigua a 25°C) a l'afegir metanol i
acetonitril, mentres que ésta disminueix amb etanol, 1-propanol, 1-butanoli 1-pentanol. Aixi, per
exemple, la cmc del SDS en preséncia d'un 4% (v/v) de dissolvent organic és 8,7 x 107> M
(metanol), 9,2 x 107* M (acetonitril), 7,4 x 10~*> M (etanol), 5,9 x 10~* M (1-propanol), 2,7 x 10~
M (1-butanol) i 2,0x107* M (1-pentanol) [6].

El metanol, que posseix la cadena hidrocarbonada més curta, és més polar i soluble que
altres alcohols. Els monomers de SDS se solvaten amb major facilitat en un medi aquo-metanolic,
la qual cosa dificulta la seua interaccié per formar micel les. Es d'esperar un comportament similar
per al acetonitril. Etanol i 1-propanol, també miscibles amb l'aigua, romanen en I'exterior de les
micel'les, dissolts en ella, pero interaccionen amb la superficie de les mateixes. La repulsio entre
els caps i0nics dels monomers de tensioactiu es redueixen en presencia d'estos dos alcohols,

beneficiant la formacidé de micel-les.

A mesura que la longitud de la cadena alquilica de I'alcohol s'incrementa, la seua afinitat
per les micel'les de SDS és major. El 1-butanol i el 1-pentanol s'inserisquen en els espais
intermonomerics de I'empallissada de la micella, alineant-se amb les molécules de tensioactiu, el
grup hidroxil polar orientat cap a la capa de Stern i les cadenes alquiliques localitzades en el cor
no polar de la micella. Es forma una micel'la mixta unflada. Este tipus de micel-la es troba
geometricament impedida per a allotjar nous monomers de tensioactiu, la qual cosa es reflecteix

en una reducciod de la cmc. No obstant, per damunt d'un 4% de 1-butanoliun 1,5% de 1-pentanol,
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la velocitat de reducci6 en els valors de la cme canvia. Una explicaci6 d'este comportament és que
per damunt d'una determinada concentracid, la quantitat d'alcohol que entra en I'empallissada no
¢s significativa i el seu excés se solubilitza en el cor de la micel-la unflada. Posteriors addicions
d'alcohol produeixen grans canvis en la microestructura de la fase mobil, donant lloc a una

microemulsio.

Els dissolvents organics també¢ indueixen canvis en les propietats de la fase estacionaria
recoberta amb monomers de tensioactiu, tals com la polaritat, l'area superficial o el volum dels
pors. Alguns estudis han demostrat que els n-alcohols interpenetren en les cadenes alquiliques
enllagades C; per a formar una monocapa simple, d'estructura similar a la d'una micel-la oberta
(el grup hidroxil orientat cap a la fase aquosa). La competeéncia entre el dissolvent organic i les
molecules de tensioactiu pels llocs actius de la columna explica la reduccid de la quantitat de
tensioactiu adsorbit, a l'incrementar-se la concentraci6 de dissolvent organic en la fase mobil. Per
a tensioactius i0nics, esta reduccio és lineal, amb pendents que depenen de la for¢a del dissolvent
(metanol < etanol < propanol < butanol < pentanol). La substitucid, en la fase estacionaria,
d'algunes molecules de tensioactiu per I'alcohol incrementa la seua polaritat efectiva, per la qual
cosa disminueix la retenci6. S'ha indicat per aixo que, a l'utilitzar fases mobils micel lars hibrides,
la fase estacionaria s'assembla més a una fase solvatada en un sistema aquo-organic que a un

sistema purament micel-lar [7].

S'ha observat que la retencio dels soluts varia amb la concentracié de 1-propanol, 1-
butanol i I-pentanol en la fase mobil, de forma similar a com ho fa la cmc [6]. A¢0 significa que
els efectes colaterals que produeix la variacié de la cmc en un sistema organic-micel-lar son, al
menys parcialment, els mateixos que indueixen una menor retencio en les fases mobils hibrides:
la modificacioé de la naturalesa del dissolvent i de la micel'la. Com s'ha comentat, altre factor
important que afecta la retencio és lamodificacio de l'estructura de la fase estacionaria. Els efectes
analegs en els dos microsistemes (micel-la i fase estacionaria) son evidents en la variacio paral-lela
dels coeficients de repartiment solut-micella i solut-fase estacionaria, al modificar-se la

concentracid de dissolvent organic [8].

Es cert que en un sistema hibrid, els equilibris de repartiment del solut es veuen
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significativament desplagats, allunyant-se de la micel-la i de la fase estacionaria cap a la fase aquo-
organica, que ¢s menys polar (Figura I.1). No obstant, mentres que es mantinga la integritat de
les micelles, l'addicié d'un dissolvent organic a les fases mobils micel-lars no creara un sistema
aquo-organic. S'ha aprofitat el comportament cromatografic de series homologues alquiliques per
a demostrar que el mecanisme de la separacié en CLM hibrida es pareix més al de la CLM pura
que a la RPLC convencional. En sistemes aquo-organics, la retencié de compostos homolegs es

descriu com:

log k = log a(CH,) n. + log B Eq. L1

on n¢ és el nimero d'atoms de carboni en 'homoleg, a:(CH,) la selectivitat no especifica d'un grup
metilé i 3 la contribucioé dels grups funcionals de la série a la retencio. En comparaci6é amb este
comportament, s'observa una relacio lineal entre & i n. quan s'utilitzen fases mobils micel lars

pures o hibrides.

I.3. Optimitzaci6 de la retencio

1.3.1. Necessitat de l'us d'estratégies d'optimitzacio interpretatives

No ¢és poc freqiient que el cromatografista s'enfronte amb problemes de separacié de
mescles complexes de compostos amb comportaments molt distints. En estos casos, aconseguir
una resolucio acceptable amb temps d'analisi adequats, utilitzant estratégies d'assaig i error, pot
ser extremadament dificil, especialment quan es troben implicats dos o més factors experimentals.
L'optimitzacié de la composicio de la fase mobil pot dur-se a terme de forma seqiiencial o
interpretativa. En una estratégia seqiiencial, es desconeix el comportament de retencié dels soluts
icada conjunt d'experiments es dissenya tenint en compte els resultats obtinguts anteriorment. Al

contrari, en una estratégia interpretativa, els experiments es dissenyen abans de desenvolupar el
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procés d'optimitzaci6. La totalitat de la informacié que s'extrau del disseny experimental s'utilitza
per a ajustar equacions, que son aplicades a continuaci6 per a predir la condicié de separacid
optima. Per a aix0, és necessari disposar també d'una mesura de la separacié entre pics en els

cromatogrames predits.

L'as d'una estrateégia d'optimitzaci6 seqiiencial no és adequada quan existeixen diversos
optims de resoluci6 locals, com ocorre freqiientment en cromatografia liquida, i pot no conduir
a la fase mobil optima verdadera. Es més fiable i eficag I'is d'una estratégia interpretativa i, a més,
es necessiten menys experiments. No obstant, la fiabilitat de les prediccions depén de I'exactitud
alcancada en la descripcid de la retencio idels perfils dels pics, per a tots els compostos eluits. Per
una altra banda, els criteris que deuen avaluar la resolucié deuen quantificar apropiadament el
grau de separacio de tots els pics d'un cromatograma. Sols si estes condicions es compleixen, es

tindra una estrategia Util per a trobar la fase mobil que oferisca les millors condicions de separacio.

En el nostre laboratori s'han estudiat, extensament, els factors que afecten I'exactitud de
la predicci6 de la resoluci6 cromatografica en cromatografia liquida en fase inversa (RPLC). En
esta técnica, l'elucid es troba governada per la competéncia entre els equilibris solut-fase
estacionaria i solut-fase mobil. El mecanisme de separacio €és més complexe quan s'afegeixen
micel-les a la fase mobil [1], degut a la gran varietat d'interaccions que es poden establir. A

continuacio es detallen els diferents elements implicats en l'optimitzaci6 de la separacié en CLM.

1.3.2. Descripcio del comportament de retencio mitjancant models empirics

L'aplicacio6 d'estrateégies d'optimitzacio interpretatives en cromatografia liquida requereixen
una informaci6 especifica de la retencio de cadascun dels components de la mescla analitzada. De
fet, el requisit principal per a alcancgar resultats fiables €s la descripci6 exacta del comportament
de retencio. En RPLC amb fases mobils binaries s'ha establit, a través de nombrosos estudis, que
laretencio es descriu satisfactoriament mitjangant una funcié exponencial [9], que pot linealitzar-

se donant lloc a la segiient relacio empirica:
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logk = ¢, + ¢, @ Eq. 1.2

on k és el factor de retencid per a una determinada composicio de la fase mobil, ¢ la fraccid
volumetrica (v/v) de dissolvent organic en la mescla aquo-organica, ic, ¢, parametres relacionats
amb la naturalesa del dissolvent organic 1 solut. L'ordenada a l'origen de la recta ajustada és el
valor extrapolat de log k per a una fase aquosa sense dissolvent organic, i la pendent és una
mesura de la sensibilitat de la retencié d'un compost als canvis en la concentracié del dissolvent
organic. No obstant, 'Equaci6 1.2 sols descriu de forma exacta la retencio en intervals estrets de
concentracié de dissolvent organic. L'equaci6 quadratica disminueix les desviacions de la linealitat

[10]:

logk =c, +c,p + ¢, ¢ Eq. 13

Per una altra banda, les Equacions 1.2 i I.3 s'ajusten molt sovint linealment sense
considerar la transformacié duta a terme en la resposta. El procés de regresié consisteix en
construir la millor relaci6 possible entre una certa resposta i els factors predits. Aixo es realitza
minimitzant la suma del quadrat de les diferéncies entre les respostes reals i predites, extesa a tot
el conjunt de dades experimentals. No obstant, quan s'utilitzen estas equacions, els parametres
optims (obtinguts de la regressid) minimitzaran la resposta transformada (log k), pero no la
resposta original (k). Per tant, la distribucio6 dels errors per a la resposta original no sera uniforme.

Este desavantatge es pot compensar mitjangant l'aplicacio de pesos [11].

En un principi, es va utilizar el model logaritmic (Equacio 1.2) per a descriure la retencio
en CLM amb fases mobils que contenen una concentracié fixa de micel-les i dissolvent organic
[12]. En este cas, ¢, és log k per a la dissolucidé micel-lar pura (sense dissolvent organic). Una

equaci6 extesa considera simultaniament al tensioactiu i dissolvent organic:

logk = G T G [M] + &X 4 Eq. 1.4
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on [M] és la concentracid de tensioactiu formant micelles (concentracié total de tensioactiu
menys la cmc). No obstant, les prediccions realitzades amb 1'Equacié 1.4 no sén suficientment

exactes.

S'ha demostrat en nombrosos treballs que la retencio en fases mobils micel-lars contenint
una quantitat fixa de dissolvent organic, o en abséncia d'ell, es descriu mitjancant una relacid

hiperbolica [13]:

1
— = ¢, + ¢ [M] Eq. L5

k

Per consegiient, es va suposar que una transformaci6 similar hauria de ser valida per als

dos, tensioactiu i modificador [14]:

1
% =c, t ¢ [M] + C, 9 Eq. 1.6

En efecte, 'Equacio 1.6 condueix a resultats exactes per a xicotets intervals de les
concentracions de tensioactiu imodificador. No obstant, en dominis més amplis deu considerar-se
la interacci6 entre els dos factors, [M] 1 ¢. D'acord amb aixo, es va estudiar la capacitat d'una
serie d'equacions empiriques per a descriure el comportament de retencid utilitzant qualsevol
concentracié de tensioactiu i dissolvent organic en la fase mobil [15-17]. Es van considerar
diversos models on log k£ o 1/k es van relacionar amb la concentracid micel-lar i la fraccid
volumetrica del modificador organic. Es van validar els models utilitzant diversos dissenys
experimentals [16]. Els models logaritmics van conduir generalment a pitjors resultats. L'equaciod
més senzilla que va donar lloc a bones prediccions per a compostos polars i moderadament polars,

tals com aminoacids, sulfonamides, B-bloquejants i diiirétics, és:

=G +01[M] +02¢+C3[M](0 Eq. 1.7

ol e

Ha de notar-se que esta equacid origina representacions lineals d’1/k vs. @, a
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concentracions fixes del tensioactiu. No obstant, per als compostos altament hidrofobics, tals com
els esteroids o hidrocarburs aromatics policiclics, les representacions no son lineals. Per a estos

compostos, deu afegir-se un altre terme per a aconseguir descripcions més exactes:

=CO+Cl[M]+6‘2¢+03[M](0+6‘11¢2 Eq. L.8

x| -

Els parametres en les Equacions 1.7 1 1.8 s'obtenen ajustant les dades de retencioé d'acord
a dissenys experimentals amb quatre i cinc fases mobils, respectivament. No obstant, s'ha de
realitzar al menys una mesura addicional per a comprovar I'exactitud dels ajustos. Per a 'Equacio
1.7, es recomana un disseny optim (2° + 1) de tensioactiu i modificador organic [16]. L'Equacid
1.8 requereix una altra mesura, preferiblement en la regié de baixa concentraci6 de tensioactiu i
modificador, degut a la gran variaci6 de la retencio en esta regio [17]. Els errors de prediccio

obtinguts amb els models més adequats es troben generalment per davall del 3-4%.

1.3.3. Descripcio del comportament de retencio mitjancant models mecanistics

Més tard, els parametres dels models empirics en CLM es van relacionar amb constants
quimicofisiques, que descriuen les interaccions dels soluts amb els tres ambientes implicats en les
fases mobils micel lars: la fase aquosa, les micel-les i la fase estacionaria. Estos models han permés

una major comprensio del mecanisme de retencid en els sistemes micel-lars.

Els models mecanistics es basen en l'equacio classica proposada per a les fases mobils

micel'lars a una fraccié volumetrica fixa del modificador organic [13], que pot escriure's com:

KAS

k =
(K, M Eq. L9

on K ;¢ és el producte del coeficient de repartiment solut-fase estacionaria per la relacio de fases,

10
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1K,,, la constant d'associaci6 solut-micel-la. Aixi, 'Equaci6 1.7 pot expressar-se com [18]:

1
K,o——
AS1+KAD¢

Eq. 1.10
1 + KMD¢[M] q

l1+K, —————
’ AM1+KAD¢

Les constants K ,;, 1 K,,, mesuren la variaci6 relativa de la concentracié del solut en I'aigua
i en la micella, respectivament, en preséncia del modificador, prenent com a referéncia la

dissolucioé micel lar pura. Per una altra banda, 'Equaci6 1.8 dona lloc a:

1
K s
I - 1 + K90+ Kypy @
- 1 +K,, @ Eq. I.11
1 + K MD

AM [M]
1 + Ky, @+ KAD2¢2

Per a soluts altament hidrofobics es va proposar un model alternatiu:

1+KSD¢
AS1+KAD¢

Eq. .12
1 +K M[M]
AM g + K,n o

Esta equaci6 considera també el canvi addicional (K,)) que es produeix en la concentracid
del solut associat amb la fase estacionaria, en preséncia del modificador. Es va demostrar que
descriu amb gran exactitud la retencid de soluts en un ampli interval de polaritats, quan s'elueixen
amb fases mobils hibrides de SDS 1 alcohol (1-propanol, 1-butanol o 1-pentanol) [19]. Per a

acetonitril 1 tetrahidrofura, s'obtenen millors descripcions utilitzant I’equacié 1.13:

11
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1
Kys
1 + Ky, + KAD2¢2

Lok, L K K
0 +KAD1¢+KAD2¢2

Eq. 1.13

1.3.4. Dependéncia simultania de la retencio amb el pH i les concentracions de tensioactiu

i modificador organic

La retenci6 de molts compostos no es veu afectada per l'acidesa de les dissolucions, pero
per als acids 1 bases debils, aquesta pot variar en l'interval de pH de treball de les columnes de fase
inversa. Molt a sovint, les separacions cromatografiques es realitzen en un medi tamponat i sols
¢és necessari conéixer les concentracions de tensioactiu i modificador organic. No obstant, en
alguns problemes, la consideraci6 de I'efecte simultani dels tres factors (tensioactiu, modificador
1 pH) pot millorar la capacitat resolutiva de la técnica. Les Equacions 1.14 i1 I.15 es van

desenvolupar per a descriure la retenci6 de soluts que exhibeixen un comportament acid-base

[20,21]:

1 1
K +K K, [H
e P1+Kpe 14K al7] Eq. L14
Ya * Yru
1 + K, . 1 + Ky K. [H]
e P14k ™14k, 7 Eq. 115
Ya * Yru

12
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sent:
1 +K, @
=1+K AMD ™ g
Y4 + HAM1+KHAD¢[]
1 +K, @
YA_1+KAM1 M2 T [M]
+KAD¢

onK,, K, Kip, Kyp 1K, sOn les constants d'equilibri associades a les especies basiques del
solut, 1 K5, Kiins» Kyap » K 1 Kyyspp corresponen a les especies acides; K, €s la constant de

protonaci6 en la mescla aquo-organica. Les Equacions 1.14 1 .15 poden reescriure's com:

ke KM [H]
1 + Ky *[H]

k

Eq. 1.16

on K, és la constant aparent de protonacio, que depen de la concentracié dels dos, tensioactiu
1 modificador, i de la forga de l'associacio de les dos especies acid-base amb la micel-la i la fase
estacionaria. Esta descripcid no considera l'efecte del modificador sobre K, , ja que esta

dependéncia requeriria la inclusié de més constants, la qual cosa no milloraria les prediccions.

Per a obtindre els parametres del model, pot obtindre's una rapida convergéncia en la
solucio optima si es realitza un ajust parcial previ de les dades mesurades als valors extrems de
pH. En ocasions, es poden obtindre bones estimacions de les constants d'associacié per a les
especies no protonades 1 protonades a pH 7 1 3, respectivament. La constant de protonacié pot
estimar-se utilitzant dades mesurades a valors de pH intermitjos. L'Equacio 1.14 requereix de les
dades procedents d'almenys nou fases mobils per a ser ajustada, i 'Equaci6 1.15 d'almenys onze.
Es recomana utilitzar un disseny experimental consistent en tres subconjunts 2>+ 1, a nivells de

pH equidistants. Els errors solen trobar-se per baix del 4-5%.

13
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1.3.5. Modelitzacio dels perfils de pic

Els perfils d'elucié dels pics cromatografics simetrics es poden descriure utilitzant el model
gaussia. No obstant, a la practica cromatografica, amb freqiiéncia s'obtenen pics deformats amb
baixes eficacies, i la suposicio d'este model pot donar lloc a errors considerables. La complexitat
del procés cromatografic no permet 1'is d'equacions senzilles per a descriure els perfils dels pics.
En el nostre laboratori, es va proposar inicialment una equaci6 gaussiana asimetrica semiempirica
per a modelitzar pics asimétrics, en la que la desviacid estandard en lloc de ser constant depenia

de l'eficacia i factor d'asimetria [16]:

-05 i)z
h(l‘) _ HO e s (N,BIA) Eq. 1.17

on A(?) és la senyal predita al temps ¢, H, l'altura maxima del pic, ¢, el temps de retencio, N
l'eficacia del pic, 1 B 1 4 les distancies des del centre als extrems posterior i anteriordel pic,
respectivament, mesurats al 10% de la seua altura. L'eficacia es va calcular d'acord a una equacio

proposada per Foley i Dorsey [22]:

417 ‘r
"\ 4+B Eq. 118

(BIA) + 125

Els pics es van dividir en dos parts de distinta desviacio estandard, fent-se variar I'amplada de la

corba gaussiana asintoticament entre (B + 4)/2,14 o B.

Més tard, es van millorar les prediccions utilitzant una equacié gaussiana en la que la

desviaci6 estandard depen polinomialment de la distancia al temps del pic [23]:

14
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-0.5 t tR 2
hO)=H e \ %ol m . Eq. 119
0

on els coeficients s, es relacionen amb l'amplada i asimetria del pic cromatografic. Per a un solut
1 fase mobil donats, idealment, #, 15, sOn invariables, mentres que H, depen de la concentraci6. El
coeficient s, coincideix amb la desviacio estandard d'un pic gaussia simétric que descriu la regid
central del pic. Per la seua part, s, quantifica la distorsio dels pics cromatografics: un valor elevat
indica una forta asimetria, i un valor negatiu, una desviacio cap a l'esquerra. S'obtenen millors
descripcions dels perfils de pic si s'incrementa el grau del polinomi, encara que disminueix
l'aplicaci6 practica del model. En general, s'obtenen bons resultats per a pics molt asimétrics (5/4

> 2.5), independentment de que la deformacid es presente en la cola o en el front del pic.

El model gaussia modificat (Equacié 1.19) amb una desviacié estandard lineal aproxima
satisfactoriament els perfils de pic reals. A més, els pics modelitzats permeten realitzar millors
estimacions de les eficacies 1 factors d'asimetria que les obtingudes a partir de la mesura directa
de les senyals cromatografiques. L'equacio lineal és també util en la simulacié de cromatogrames.

Per a aix0, els coeficients s, 15, poden calcular-se facilment a partir dels valors d'eficacia i factor

d'asimetria:

41,7(1 + 2> | ?

s, = 047 AN A2 +BA) [y BA-1 Eq. 1.20
1 1 B/A +1
+
B/A
B/A -1
s, = 0466242 "~ L

i A1 Eq.1.21

El nimero de parametres de pic (posicid, altura, eficacia i factor d'asimetria) coincideix

amb el niimero de coeficients en la funci6 A(¢) (H, , ¢z, s, 15,).

15
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El model gaussia modificat posseix l'inconvenient del creixement continu de la linea base
a l'augmentar la distancia al temps de retencio, especialment quan es modelitzen pics que mostren
asimetries molt pronunciades. No obstant, este problema s'evita facilment localitzant els minims
de la funci6 a cada costat del pic i assignant un valor igual a l'altura minima a temps externs als

de la regi6 del pic.

1.3.6. Estrategies utilitzades en la mesura de la resolucio de pics cromatografics

Per a simular cromatogrames €s necessari predir la retencié dels pics cromatografics i el
seu perfil amb la major exactitud possible. Per una altra banda, el criteri utilitzat en la mesura de
laresolucié deu considerar no sols la posicié dels pics, sind també la seua forma. Com s'ha indicat,
la retencio es pot modelitzar en RPLC convencional i micel-lar amb gran exactitud. Al contrari,
els canvis en les eficacies 1 asimetries observats per a distints soluts i fases mobils resulten
impredictibles. Per aixo, és dificil, si no impossible, trobar una equacié adequada que modelitze
este comportament. No obstant, 1'is de models lineals locals com predictors d'estes propietats
condueix a resultats acceptables. Amb este proposit, s'ha de considerar les dades de N1 B/A4 dels
pics obtinguts amb les fases mobils experimentals més proximes a la fase mobil que es desitja
simular, d'entre les utilitzades per a modelitzar la retencio: dos, tres o quatre fases mobils en

problemes que consideren un, dos o tres factors, respectivament.

L'optimitzacié assistida per ordenador intenta mimetitzar la metodologia seguida per un
cromatografista experimentat, en un temps inferior i amb menor esforg. Per a ajudar en la seleccid
de la composicié de la fase mobil optima en CLM, operant en condicions isocratiques [24, 25],
en el nostre laboratori s'utiltitza el programa MICHROM. Este programa es va adaptar tamb¢ a
RPLC convencional (CHROM) [11]. Estos programes permeten la prediccido rapida de
cromatogrames, la qual cosa possibilita l'observaciod dels canvis que es produeixen al simular
variacions en la composicio de la fase mobil. S'ha comprovat la fiabilitat d'estes simulacions per

a distints grups de compostos, comparant els cromatogrames experimentals i predits.
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La selecci6 de la composicido Optima de la fase mobil pot dur-se a terme a partir de
l'observacio de les superficies de resoluci6 o del simulador de cromatogrames. S'han de tindre en
compte diversos factors en esta seleccid. La primera és Obviament la separacié maxima, pero
eventualment deu sacrificar-se un poc de resolucio a favor d'altres factors, tals com temps d'analisi
irobustesa. Aix0 pot obligar a descartar les condicions seleccionades inicialment, 1 buscar entre

altres fases mobils que originen una resoluci6 inferior.

Per una altra banda, la resoluci6 elemental associada a cada pic o par de pics deu reduir-se
a un unic valor numeric per a quantificar el grau global de la separaci6. Aixo es realitza ponderant
les contribucions de cadascun dels pics del cromatograma, i reduint o combinant les mesures
elementals. S'espera que esta informacié es correlacione acceptablement amb l'apreciacié del
cromatografista de la resoluci6 en un cromatograma. No obstant, apareixen a sovint situacions
en les que difereix clarament de I'avaluacio proporcionada per alguns criteris ampliament utilitzats.
Aix0 ha suggerit la necessitat de modificar algunes mesures de resoluci6 existents, o desenvolupar

noves alternatives [16, 26-28].

S'han proposat mesures de diversa complexitat per a indicar el rendiment cromatografic.
Els criteris d'optimitzacio basats en el calcul d'una mesura de resolucio, r;, per al pic o parell de
pics pitjor resolts, es troben molt extendits en la practica cromatografica, degut a la seua

simplicitat:

R = MIN(r,) <1 <p Eq. 1.22

on p €s el numero de pics o de parell de pics, 1 R la resolucio6 global. Este criteri és raonable, pero
sols té en compte la resolucio d'uns pocs compostos, sent insensible a la resta. En molts casos es

pot millorar la resolucié d'estos tltims, sense que varie practicament la del compost pitjor resolt.
El producte de les resolucions de pic soluciona este inconvenient, ja que optimitza la

resolucio de tots els pics en el cromatograma. Convencionalment, s'aplica el producte normalitzat

per la mitja:
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p Eq. 1.23

Este tractament normalitza la resolucio, utilitzant la mitja de les resolucions individuals
de tots els pics en el cromatograma, en lloc dels valors extrems. A¢o resulta util quan les mesures
elementals no es troben ben acotades. La normalitzaci6 evita que el producte es veja dominat per
valors de r, elevats (amb una resoluci6 excessiva), associats a determinats parells de pics, que
poden emmascarar una resolucid pobra en altres pics. No obstant, pareix que el producte no
normalitzat és una alternativa millor, encara que sols pot utilitzar-se amb mesures de resolucid

intrinsecament normalitzades [26]:

R = Ij v, Eq. 1.24
l =

Este producte varia entre 0 (solapament total entre al menys dos pics del cromatograma)
11 (resolucid completa per a cada pic del cromatograma). La proximitat de R a la unitat és una

mesura de la qualitat de la separacio.

Una volta decidida la funcié de resolucié global, la segilient decisio implica la seleccio del
criteri de resolucio elemental apropiat. Per aixd, es va examinar la capacitat descriptiva de
diversos parametres, que es van normalitzar en tots els casos [16, 27, 28]. Alguns criteris es van

basar en mesures elementals convencionals, com la selectivitat modificada:

1 ki
P = 1 - =1 - Eq. 125
’ o. . .

i,i+1 i+l

onk; 1k, (k,, > k;) son els factors de retenci6 de dos pics veins, 1 ¢, €s la selectivitat.
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També es va proposar un valor de R; modificat, adequat per a pics asimétrics. Per al pic

inicial en un cromatograma, es va definir com:

B, + 4,
r,=1-nor,, | —= Eq. 1.26
"\ kK
mentres que per al pic més retingut:
1 Bi—l + Ai
A X N 1 Eq. 127
4 -

Per a pics intermedis, s'ha de pendre el valor més baix d'entre els mesurats, tenint en

compte el pic precedent (Equaci6 1.27) o posterior:

B, + A,

1

LA Eq.1.28
ki~ K

En estes equacions, 4 i B representen la distancia en unitats de temps des del maxim als
extrems anterior (4) o posterior (B), mesurats al 10% de l'altura del pic. L'operador nor, ;
transforma el quocient en una mesura de desitjabilitat com segueix: quan el valor ¢és inferior a 2,5
el resultat es divideix per 2,5, 1 quan excedeix d'este valor, és igual a 1. Es considera generalment

que un valor llindar de 2,5 correspon a una separacio fins la linea base.

S'han aplicat també mesures de vall-pic:

Voo =1 - — Eq.1.29
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on A, representa l'altura de la senyal a un temps especific que descriu la situacio de la vall, 1/, una
altura interpolada, mesurada a eixe temps, des de la linia base a la linia que s'obté a 'unir els

maxims dels dos pics veins.

En la definici6 convencional del criteri de vall-pic [ 16], la vall es mesura en I'altura minima
entre dos pics consecutius. Aixo té l'inconvenient de caure a zero quan no s'observa un minim en
la regi6 entre els dos temps de retencid, incliis quan el pic més xicotet apareix com un muscle
evident del pic major. Per a evitar este inconvenient, la vall es pot medir en el temps que
proporciona la major distancia possible, medida ortogonalment (Figura I.2a). Si s'observa la vall

d'esta forma, este punt es pot determinar encara que existisca un solapament important.

S'ha proposat també un criteri que avalua la puresa dels pics mitjangant la mesura de les

fraccions solapades [16, 26-28]:

ro=1--2L Eq. 1.30

on w', és l'area baix d'un pic donat solapada pel cromatograma format per la resta de pics, 1w,
l'area total d'eixe pic (Figura 1.2b). Esta mesura reuneix varies caracteristiques interessants: (1)
considera no només la posicié dels pics sind també els seus perfils, (ii) ailla les contribucions de
cada component en una mescla associant un valor a cada pic individual, que no es veu afectat per
la identitat dels pics veins, i (ii1) la normalitzaci6 intrinseca facilita la comprensio de la informacid

obtinguda en el procés d'optimitzacio.

S'ha demostrat ampliament que la medida de la puresa del pic quantifica apropiadament
la resolucio de cromatogrames amb distints graus de solapament. Este criteri ha sigut utilitzat en
el nostre laboratori per a trobar la composicié de la fase mobil Optima en RPLC convencional i

CLM. Ha sigut també¢ ttil per a comparar el comportament de diferents modificadors organics,
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tals com metanol i acetonitril en la separaciéo mitjangant RPLC convencional de fenols [11], 1-
propanol, 1-butanol, 1-pentanol, acetonitril i tetrahidrofura en la separacié mitjangant CLM de
soluts moderadament polars [27], i acetonitril i 1-pentanol en la separacié mitjangant CLM

d'esteroids [29].
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Figura 1.2. Significat dels parametres per a: (a) la relacié ortogonal vall-pic, i (b) el

criteri de pureza de pic
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1.4. Monitoritzacio de farmacs

1.4.1. Objectiu de la monitoritzacio

L'objectiu fonamental de la monitoritzacio dels farmacs consisteix en millorar l'assisténcia
terapéutica del pacient, tant en patologies agudes com en les croniques, i aixo es du a terme
mitjangant I'ajust de la dosi del farmac en funci6 de les concentracions plasmiques, de manera que

puga combinar la maxima eficiéncia del farmac 1 el minim risc de toxicitat [30].

Les concentracions plasmiques que definixen l'espectre terapéutic d'un farmac vénen
determinades per un limit superior (per damunt del qual és probable que apareguen efectes
adversos) i un limit inferior (per davall del qual no és eficag). L'index terapeutic d'un farmac és

la diferéncia entre aquests dos nivells [31].

Les indicacions per a la monitoritzacid6 farmaco-terapeutica depenen tant de les
caracteristiques del farmac com de les del pacient [32]. Respecte de les que son dependents del

farmac, destaquen les segiients:

1) L’index terapéutic estret, amb aparici6 d'efectes toxics a dosis properes a les
terapeutiques.
2) L’existeéncia d'una alta correspondéncia entre la concentracio en plasma i la que es troba

simultaniament en el teixit diana.

3) Els efectes indesitjables del tractament son semblants o indistingibles dels simptomes de
la malaltia.

4) La modificaciéo de la posologia en curs o addicid6 d'una altra medicacidé susceptible
d'interaccié amb la inicial.

5) La impossibilitat de monitoritzar els efectes toxics o terapéutics del farmac mitjangant
l'exploraci¢ fisica, historia clinica o mesurant diverses magnituds bioquimiques.

6) Lanecessitat de que la metodologia disponible per a la seua monitoritzacio siga especifica
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1 fidedigna.

Per altra banda, son indicacions per a la monitoritzacidé que depenen del pacient:

1) La sospita d'aband6 de la medicaci6.
2) La coneixenca d’insuficiéncia renal /o hepatica.
3) Per alteraci6 de la farmacocinética normal del farmac, com en els casos de gestants,

xiquets, obesos, pacients amb grans cremades, etc...
4) Amplia variaci6 en I'utilitzacid, posologia, metabolisme, etc.., entre diferents individus.
5) Quadres clinics de dificil enquadrament o avaluacio, com a consum de farmacs prohibits,

intents de suicidi, diagnostic diferencial del coma, etc.

En resum, la mesura quantitativa de les drogues terapeutiques es util en el control del
compliment per part del pacient de la medicacio, per a valorar la possible toxicitat associada /o

per l'ajust de regims de dosificaci6 del farmac properes a I’index terapeutic [33].

En general, lamonitoritzaci6 de concentracions plasmiques maximes (pic) aillades resulten
d'utilitat en les proves de toxicitat, i les concentracions minimes (vall) aillades son Ttils per a
demostrar una concentracié terapeutica satisfactoria (sempre superior a la concentracio serica
minima efectiva). De vegades, es realitza simultaniament la monitoritzacié dels nivells pic 1 vall
d'un farmac, com passa amb alguns antibiotics, degut a que interessa tant de previndre la toxicitat

com garantir I'eficacia bactericida.

Habitualment, les mostres per a la determinacio de les concentracions vall s'extrauen en
el moment abans d'administrar la seglient dosi (excepte per als digitalics, el liti i els antidepressius
triciclics), 1 per a la determinaci6é de les concentracions pic dels farmacs administrats IV o IM
I’extraccid es du a terme de 1/2 a 1 hora després de finalitzar la seua administracid. En cap cas
s’han d'extraure mostres de sang fins que el pacient no complete de 4 a 5 semivides plasmiques
del régim de dosificacido del farmac en qiiestio, i a més s'’haja aconseguit arribar a l'estat

estacionari. Aquesta regla té una excepcio: els estudis de toxicitat aguda. Si un farmac s'esta
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administrant per mitja d'infusio IV, és necessari extraure la sang de l'altre brag [34].

A pesar de la gran quantitat de farmacs en que la monitoritzacié terapéutica de farmacs
pot ser d'utilitat, i amb ’excepcio de casos concrets /o puntuals, sols 8 grups de drogues (i dins
d'estos només alguns farmacs) solen ser monitoritzats. Aquests son els que a continuacid

s’enumeren:

- Antiepileptics: fenitoina, fenobarbital, carbamazepina 1 acid valproic.

- Antiarritmics: procainamida, N-acetil procainamida (NAPA), quinidina, lidocaina,
disopiramida i flecainida.

- Antibiotics: aminoglucossids (gentamicina, tobramicina, amikacina), vancomicina i
cloramfenicol.

- Digitalics: digoxina i digitoxina.

- Immunosupressors: ciclosporina i tacrolimus.

- Broncodilatadors: teofil-lina i cafeina.

- Antineoplasics: Metotrexat.

- Psicofarmacs: timoleptics [liti, carbamazepina 1 acid valproic), i antidepressius triciclics

(imipramina, desipramina, amitriptilina, nortriptilina, clomipramina, doxepina) i bupropio.

En l'actualitat, en els Hospitals, al voltant d'un 50% de la monitoritzacid terapcutica de
farmacs es du a terme per a quatre farmacs: la digoxina, la fenitoina, el fenobarbital 1 la teofil-lina

[32].

Abans de passar a l'estudi detallat dels grups anteriorment anomentats, s'han de valorar
dos punts fonamentals com son: 1.- I’obtencio6 i recollida de la mostra, i 2.- la metodologia

analitica a utilitzar en relacié amb la seua qualitat analitica [35]:

1. En la recollida de mostres, com a métode d'eleccid, la sang es recull en tubs secs de vidre
sense separadors de seérum (gels, silicones, acrilics, etc) degut a la possible adsorcio o
difusio dels farmacs en aquests medis. Alguns estudis han demostrat que aquest problema

sols és significatiu per a la fenitoina, i amb la quinidina i la lidocaina si es mantenen més
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de 24 16 h, respectivament, en el tub primari. En canvi, d’altres estudis conclouen que
les discrepancies entre mostres de tubs primaris, sense o amb barrera, no son
significatives, o molt xicotetes, 1sols afecten als farmacs més lipofils, podent-se minimitzar
si la mostra de sang que s’arreplega supera els 2 mL i és processada abans d'l h. D'altra
banda, alguns laboratoris que escalfen les mostres a 60°C al menys 30 min, per tal
d’inactivar el VIH, han comunicat que no n’hi han diferéncies cliniques significatives en

les valoracions al comparar-les amb mostres no inactivades.

2. Respecte de la qualitat analitica dels resultats, hem de considerar els seguents tres

apartats:

(1) La precisio analitica de I'assaig requerix un CV% inter-dia inferior al 7-8%, encara que
en algin grup de farmacs es permet fins al 10%.

(i1) En qualsevol assaig han d'utilitzar-se almenys 2 controls de qualitat interns a diferents
concentracions. A més, els laboratoris que duen a terme la monitoritzacié terapéutica dels farmacs
han de participar en programes de control de qualitat externs.

(iii) La vigilancia dels resultats per sota de la sensibilitat de l'assaig es du a terme

mitjancant un procediment recomanat que consisteix en:

a. Verificar la prescripcid medica i I’identificacid del tub de mostra utilitzat.
Repetir l'assaig amb una aliquota fresca obtinguda del tub primari.

b. Cridar al metge i confirmar la peticid, assegurant-se de consultar-1i si es pot
esperar un resultat negatiu.

c. Sino es troba cap rad, s'ha de pensar que la mostra conté algun interferent, el
pacient pateix d’alguna altra malaltia de base que fa que baixen exageradament els
nivells de farmac, o que ha abandonat la medicaci6. En el primer cas es fa una

comprovacié seguint els segiients passos:

- Mesclar parts iguals de la mostra del pacient i un control de nivell mitja.

- Analitzar la mostra del pacient, la mostra combinada i el control en el
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mateix assaig.

- Si la mostra del pacient continua donant negativa i el resultat del control
¢s correcte, confirmar que el resultat de la mostra combinada és
significativament menor que el valor de la meitat del control. En aquest
cas, s’ha de rebutjar la mostra del pacient i notificant-ho al metge
prescriptor per a que actue en conseqliéncia i reenvie una nova mostra. En
cas contrari també s’haura de notificar, perd fent insisténcia en que el

pacient pot haver abandonat la medicacio.

Encara que rutinariament en la monitoritzaci6 terapeutica de farmacs es mesura la
concentracié total del farmac en sang, en algunes ocasions ¢és necessaria la quantificaci6 de la
fracci6 lliure [30]. A¢o ocorreix generalment quan el farmac s'unix a proteines (majoritariament

plasmiques) per damunt del 85-90%, pero també es considera en els seguents altres casos:

- Pacients amb concentracions de farmac dins del rang terapeutic exhibixen toxicitat no
esperada.

- Pacients ancians, xiquets o dones embarassades.

- Pacients urémics.

- Pacients amb concentracions d'albumina inferiors a 2,5 gr dL™.

- Pacients que estiguen prenent altres farmacs que competeixen pels llocs d'uni6 a proteines.

La monitoritzacid terapeutica de farmacs es du a terme en mostres de sang, pero n’hi han
d’altres fluids biologics susceptibles de ser utilitzats, tals com la saliva i I’orina, pero les
valoracions son menys exactes ireproduibles, comporten passos pre-analitics addicionals, inomés

son utils per a un xicotet nombre de farmacs [32].

1.4.2. Substancies habitualment monitoritzades als Hospitals

1.4.2.1. Antiepileptics
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Eltractament de l'epilépsia és cronic 1 ben sovint es realitza per mitja de diversos farmacs
susceptibles de provocar interaccions medicamentoses. En general, posseixen indexs terapeutics
estrets i notable variabilitat inter-individual. Les raons cliniques per les que es recomana la seua
monitoritzacié son: per a la quantificacié de la linia base aconseguida en l'estat estacionari
(després d'un periode de 4-5 vides mitges de l'antiepiléptic utilitzat), com a revisio després d'un
canvi en el regim de dosificaci6 establit, a continuaci6é d'addicionar una segona droga, la qual
potencialment pot interaccionar amb l'antiepiléptic utilitzat, i si n’hi ha algin canvi intern en la

funcié hepatica, cardiaca o gastrointestinal del pacient [36].

Es recomana també la quantificacié dels antiepileptics, encara sense haver aconseguit
l'estat estacionari o fora de I'horari dels nivells vall/, després d’un tractament d'emergencia, dins
de les 6 h després d'una recurréncia en pacients préviament controlats, en casos de canvis
inexplicats en la freqiiencia de quadros, la sospita de toxicitat relacionada amb la dosi, la

presumpcid d'aband6 de la medicacié i en gestants o xiquets.

D'altra banda, en general, només es quantificara la concentracio6 total d'antiepiléptics, a
excepcid d'algun cas concret on és apropiada la monitoritzacio de la fracci6 lliure de Fenitoina i/0

Valproat [37-39].

Lamostra que es prefereix per a la monitoritzacio terapeutica dels antiepiléptics, 1 obligada
per a la mesura de fraccions lliures si son requerides, €s el sérum. La determinacié de droga total
en plasma esta supeditada al meétode analitic triat, pero tenint en compte que mai s'utilitzara el
citrat o I’oxalat com a anticoagulants, ja que disminuixen significativament la concentracio total

de fenitoina i valproat [40, 41].

Per al calcul dels nivells vall (sempre en l'estat estacionari de la Droga monitoritzada)
d'antiepiléptics via oral, la mostra ha d'obtindre's el més proxima possible a la presa de la seglient
dosi, encara que per a drogues amb vides mitges superiors a 24 h, aquest factor no €s tan critic.

S'ha de tindre en compte que I'acid valproic i la carbamazepina estan sotmeses a un ritme circadia,
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per la qual cosa l'extraccio de la mostra sempre es realitzara a la mateixa hora del dia.

Per al calcul dels nivells pic, degut a que només es determina per a la fenitoina després
d'una Dosi de carrega IV, l'extraccid de la mostra es realitzara d’1 a 4 h després de la seua
administraci6. Si s'ha prescrit la fosfenitoina, una pro-droga de la fenitoina, la recomanacio6 és

realitzar l'extraccio a les 2 h si 'administracio ha sigut IV, o a les 4 h si és IM.

Respecte de la Precisio de les técniques analitiques utilitzades per a la monitoritzacio, tant
de concentracions totals d'antiepiléptics com de fraccions lliures de fenitoina i valproat, aquestes

han de rendir CV (%) inter-dia inferiors al 10%, sent preferibles que siguen inferiors al 5%.

A pesar de que alguns metabolits d’aquestes drogues son actius, com per exemple I'epoxid
de carbamazepina, i per tant candidats a ser quantificats, excepte el metabolit de la Primidona, el

fenobarbital, cap és rutinariament monitoritzat [42].

Finalment, els rangs terapeutics representatius més empleats per la comunitat medica son:

- Carbamazepina: 8 a 12 mg/L, excepte si s'esta medicant conjuntament amb I’acid valproic
o lamotrigina, on es considera que el rang més apropiat €s de 4-12 mg/L.

- Fenitoina: 10 a 20 mg/L.

- Fenitoina lliure: 1 a 2 mg/L (a 25°C) o 1,5 a 3 mg/L (a 37°C). La separacio6 de la droga
unida a proteines plasmiques s'aconseguix per ultracentrifugaci6 a temperatura constant.
Aquesta uni6 ¢€s particularment sensible a la temperatura [43].

- Fenobarbital: 15 a 40 mg/L.

- Acid Valproic: 50 a 120 mg/L.

1.4.2.2. Antiarritmics

Els antiarritmics son utilitzats per a tractar les arritmies cardiaques i1 per a previndre

possibles recurréncies. Els farmacs habitualment emprats 1 monitoritzats en aquest grup son: la
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procainamida, la N-acetil procainamida (NAPA), la quinidina, la lidocaina, la disopiramida i la

flecainida.

La procainamida déna lloc al seu principal metabolit actiu, la N-acetil procainamida
(NAPA), per acetilacio hepatica catalitzada per la N-acetil transferassa, 1t¢ com resultat la divisio
de la poblacié en dos tipus d’individus, degut a que l'enzim exhibix polimorfisme genétic: els
acetiladors lents, amb un risc elevat de desenvolupar lupus eritematos sistémic, i els acetiladors
rapids. Un pacient sense malaltia renal és considerat acetilador rapid si una mostra arreplegada
3 h després de I’administracié de procainamida rendix una concentracié de NAPA igual o major
a la del farmac. Per tant, es considera essencial la determinacié concomitant de totes dues

substancies: procainamida i NAPA [44].

La quinidina apareix junt al seu metabolit, la 3-hidroxiquinidina, 1 una impuresa, la
dihidroquinidina, present en totes les preparacions comercials fins a un 15%. Totes dues
substancies tenen una activitat comparable a la quinidina, perd no sén rutinariament
monitoritzades. Una fracci6 significativa de la quinidina s'uneix a les o,-glicoproteines acides

plasmiques [45].

La lidocaina presenta com a caracteristiques més destacades, en primer lloc la seua elevada
uni6 (43-60%) amb les o,-glicoproteines acides plasmiques, i en segdn lloc que la seua excrecio
renal, al ser normalment inferior al 10%, no es veu afectada en cas d'insuficiéncia renal. La
lidocaina presenta dos metabolits hepatics, la monoetilglicil-xilidina (MEGX) 1 la glicinexilidina
(GX), que presenten el 83% 1 10% de la seua activitat, respectivament, 1 encara que no son
rutinariament monitoritzats, la determinacié conjunta de lidocaina i MEGX s’ha utilitzat per tal
d’avaluar la funcié hepatica en pacients transplantats. La lidocaina es considera I’antiarritmic
menys tOXic, perd no obstant aixo, en rars casos, pot ser pro-arritmica iarribar a provocar la mort.
Generalment, no es recomana la monitoritzacio terapeutica de la lidocaina, excepte quan es co-
administra amb el propanolol, ja que disminuix la seua eliminacio i s'acumula en l'organisme, o en

cas de que se sospite la seua toxicitat directa [46].
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La disopiramida esta formada per una mescla racémica, i el seu Us esta molt limitat pels
seus efectes toxics. En el plasma, s'unix preferentment a les o,-glicoproteines acides fins a la
saturacid, rad per la qual, la pérdua de proteines que es produix en cas de insuficiéncia renal
incrementa la concentraci6 de la seua fraccio lliure. A més, en cas d'infart de miocardi recent, la
seua semivida t,,, augmenta considerablement degut a la disminuci6 del flux sanguini renal. Un
dels seus metabolits, la N-dealquil disopiramida, amb un 50% d'activitat, augmenta
desproporcionadament la hipoglucémia induida per la disopiramida en pacients arritmics, i al
mateix temps presenta una gran activitat anticolinérgica. La disopiramida interacciona amb molts

farmacs que es metabolitzen per via hepatica [47].

La flecainida sol reservar-se per a pacients seleccionats, a causa de la seua alta toxicitat
ia les interaccions que té amb d’altres farmacs en el seu catabolisme hepatic. La flecainida és pro-
arritmica, 1 s'ha demostrat un increment de mortalitat en aquells pacients als que se’ls ha
administrat després de superar un infart de miocardi. Es considera que la flecainida sols és eficag

i util combinada amb I'amiodarona per a controlar taqui-arritmies refractaries en xiquets [48].

N’hi ha diverses raons per monitoritzar els antiarritmics, les més importants de les quals
son, el tindre un estret rang terapeutic, el fet de que les concentracions subterapeutiques i toxiques

induixen una resposta semblant en el pacient, i la necessitat de verificar el compliment posologic.

Per a la monitoritzacié dels antiaritmics son valides tant les mostres de sérum com les de
plasma (amb EDTA o heparina)., perd existeixen diverses recomanacions sobre el mostratge dels
antiarritmics, després d'aconseguit I'estat estacionari, que depenen de la substancia estudiada. Aixi,
per a tots els antiarritmics, excepte la lidocaina, les mostres s'arreplegaran 1 h abans de la segiient
dosi. Per a la lidocaina, que només s'administra en forma IV, ens interessen els seus pics per tal
de descartar la toxicitat associada, 1 per tant, la mostra de lidocaina s'arreplegara a la 1/2 h després
de finalitzar la infusio IV, o entre 5-10 h des del comengament d'aquesta. Per altra banda, per dur
a terme la determinacio de l'estat acetilador en un pacient que vaja a rebre procainamida, la mostra
s'arreplegara 3 h després de I'altima dosi i es quantificaran simultaniament la concentracio de

procainamida i NAPA.
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Les técniques analitiques més utilitzades son els immunoassajos, seguides de les
cromatografiques. Respecte de les primeres, hi ha una certa controversia sobre si son desitjables
els immunoassajos amb anticossos que tinguen reaccions encreuades amb els metabolits del
antiarritmic monitoritzat, i per tant, que sobreestimen la seua concentracio total, o sino s’han de
considerar. En el cas de la monitoritzaci6 de la flecainida, o en aquelles mostres amb
concentracions inferiors a 0,5 mg/L, son més precises i exactes les mesures amb HPLC. La
precisio inter-dia dels assajos de monitoritzacié d’antiaritmics han de rendir un CV % inferiors

al 8%.

En certes patologies de base que alteren la concentracié de les a,-glicoproteines acides
s'ha suggerit messurar la fraccio lliure en plasma de la disopiramida, lidocaina 1 quinidina, ja que
augmenten o disminuixen inversament proporcional a la concentracio d'aquestes proteines. En
l'actualitat encara no s'han establit els rangs de referéncia per a la fraccid lliure d'aquestes
substancies, i per tant, fins que aquests no siguen definits, es quantificara la concentraci6 total

d'antiarritmic present en la mostra [32].

Els rangs de referéncia dels antiarritmics son: 4-10 mg/L per la procainamida, 6-20 mg/L
per la NAPA, 2-5 mg/L per la disopiramida, 0,2-1 mg/L per la flecaimida, 1,5-5 mg/L per la
lidocaina 1 2-5 mg/L per la quinidina. Es recomana que els resultats de la procainamida i NAPA
d'una mateixa mostra s'expressen per separat i es comparen amb els seus rangs de referéncia
individualitzats; encara que n’hi ha rangs de referéncia per a la suma de les dues concentracions,

aquesta practica deuria de ser evitada.

1.4.2.3. Antibiotics

Son poques les substancies utilitzades en el tractament de malalties infeccioses que
necessiten ser monitoritzades. L'excepcid inclou diversos antibiotics pertanyents al grup dels
aminoglucossids, el cloramfenicol ila vancomicina. En aquests casos, les concentracions en serum

son utils per a guiar 1 monitoritzar els canvis en la dosi, en I’avaluacié de l'eficacia i toxicitat
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potencial, 1 finalment per a valorar la penetraci6 de l'antibiotic en altres fluids corporals.

Dins del grup dels aminoglucossids, tres son els comunament monitoritzats: la
gentamicina, la tobramicina i ’amikacina. Existixen dos régims de dosificaci6é diferents: el
convencional, en el que s'administren els antibiotics en dosi dividida cada 8-12 hores, i la
dosificaci6 en polsos [49], en la que el pacient rep tota la dosi d'un dia en una sola administracio
(ull perque aquest régim no és recomanable per a pacients pediatrics). Només en el protocol de
tractament convencional poden ser utilitzats els rangs terapéutics maxims i minims de
monitoritzacio, ja que en el de dosificacié en polsos mai arriba a aconseguir-se l'estat estacionari,
1 inclus la concentracid d'antibiotic arriba al nivell 0 abans de la segiient dosi. Encara aixi, el
tractament de dosificacid6 en polsos aconseguix minimitzar la toxicitat Otica (no tant la
nefrotoxicitat), 1 també disminuir I'acumulacio d’antibiotic en l'organisme i maximitzar l'eficacia
(I'efecte bactericida dels aminoglucossids €s depenent de la concentracid) a l'aconseguir nivells
pic més alts (encara que momentanis, no prolongats en el temps), evita possibles resisténcies
adaptatives bacterianes de la exposici6 1 optimitza l'efecte post-antibiotic (que és un dels més

llargs de tots els grups d'antibiotics).

La nefrotoxicitat deguda a I'acumul dels aminoglucossids en I'organisme és reversible, no
aixi l'ototoxicitat que €s irreversible. D'altra banda, en general, les concentracions pic es
correlacionen amb l'efectivitat (sempre que no es sobrepasse la concentracio toxica superior), i

les concentracions vall amb la toxicitat del tractament.

Per a la monitoritzacié en tractaments convencionals es recomana quantificar la

concentracid base de creatinina abans de comengar el tractament i a intervals de 1-3 dies després

d'establit. Monitoritzar almenys una concentracié pic (1-1,5 h després d'una dosi IM i de 0,5-1
h després d'una IV) i una concentracié vall (uns 30 min abans de la segiient dosi) després
d'aconseguir-se l'estat estacionari (3-4 dosis). Repetir les mesures de concentracio vall a intervals
de 3-4 dies, o tan aviat com siga requerit si se sospita de toxicitat associada, n’hi ha canvis en les

dosis, es co-administren altres farmacs nefro o ototédxics, n’hi ha condicions fisiopatologiques del

33



Monitoritzacio de farmacs

pacient que aixi ho aconsellen (augment de la creatinina...), etc.., i finalment, dur a terme estudis
de sediment urinari cada 3 dies, examinant la preséncia de cilindres, cel-lules renals, etc.., per a

valorar possibles disfuncions tubulars.

En quan als régims de dosificaciéo en polsos, a pesar de no estar establits els rangs
terapeutics, també n’hi ha algunes recomanacions per a la seua monitoritzacio, com son el mesurar
el valor basal de creatinina abans del tractament i a intervals de 1-3 dies, el monitoritzar la mostra
obtesa després de 8-12 h després de la 1a dosi, 1 després a intervals de 3-7 dies, ja que es disposa
de nomogrames per a interpretar els resultats en vistes a determinar els polsos d'administracié de
dosis totals diaries optimes. Si és el cas, obtindre mostres per a comprovar els nivells vall (30 min
abans de la segiient dosi), sempre que aparega toxicitat associada o en pacients amb disfuncions
renals; aquests nivells han de ser indetectables, de manera que un altre resultat haura de ser

notificat com a concentracio vall toxica — considerar la modificacio dels polsos de dosificacio.

Per alamonitoritzaci6 d’antibiotics s utilitzen tant les mostres de sérum com les de plasma
(EDTA), sempre tenint la precaucié de que si no son analitzades abans de 2 h hauran de ser
congelades. Les mostres de LCR seran analitzades immediatament i si no seran també rapidament
congelades. A més a més, les mostres que continguen [-lactamics, degut a que presenten
incompatibilitat quimica amb els aminoglucossids, seran o bé analitzades just després de la pressa,

o bé inmediatament congelades.

La determinaci6 dels antibiotics es sol dur a terme mitjangant técniques inmunoanalitiques:
en primer lloc, per que no n’hi ha reaccions encreuades amb els metabolits a ’excretar-se pel
reny6 sense canvis, 1 en segon lloc, per que a pesar d’existir similituds estructurals entre ells, no

¢s normal I'administraci6é simultania de dos aminoglucossids.

La precisi6 analitica inter-dia (CV, %) dels nivells pic ha de ser inferior al 7%, mentre que
per als nivells vall, en mostres de liquid cefalo-raquidi, o en mostres amb concentracions entre 0,5-
1 mg/L, la precisio ha de ser inferior al 5%. La sensibilitat de la tecnica analitica utilitzada ha de

ser inferior a 1 mg/L.
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Les concentracions toxiques i terapeutiques per als régims de dosificacié convencional
varien segons el antibiotic. Aixi, per als nivells pic de la gentamicina i tobramicina, aquest interval,
en mg/L, varia entre 5-8 en infeccions lleus-moderades, de 8-12 en infeccions severes, i valors
superiors a 12 es consideren toxics. Per altra banda, per a les mateixes substancies, els nivells vall
han de ser inferiors a 1 en infeccions lleus o moderades, inferiors a 2 en infeccions severes, mentre
que valors superiors a 2 son considerats toxics. Per ’amikacina, els nivells pic han de trobar-se
entre 25-35 en infeccions lleus-moderades 1 severes, i valors superiors a 35 son considerades
toxiques, mentre que els nivells vall han de trobar-se entre 1-4 en infeccions lleus-moderades, 1
4-8 en infeccions severes, considerant-se toxiques les concentracions superiors a 10. En el cas de
I’amikacina, no hi ha rangs establits per al liquid cefald-raquidi, pero la concentracié mesurada

ha de ser sempre superior a la concentracié minima inhibitoria del bacterio dels bacteris implicats.

El cloramfenicol, degut a la seua toxicitat, es reserva per a infeccions severes que no
responen a altres terapies antiinfeccioses, com el colera, les febres tifoidees, infeccions per
Bacteroides fragilis o Haemophilus influenzae resistents a 'ampicilina, 1 en alguns protocols de
fibrosi quistica. La toxicitat del cloramfenicol sol manifestar-se com a anémia hemolitica aguda
en pacients amb deficiéncia de la glucosa-6 fosfat-deshidrogenassa, o provocant reaccions
potencialment fatals en neonats tals com la sindrome del xiquet gris, i també pot apareixer en
forma de mielosupressiod que sol ser reversible, a més d'interaccionar amb molts altres farmacs
a nivell hepatic, renal i/0 pancreatic. A diferéncia dels aminoglucossids, tant I'efectivitat com la
toxicitat del tractament amb cloramfenicol es troben associades amb els seus nivells pic, per la

qual cosa els seus nivells vall no acostumen a ser quantificats [50].

En la monitoritzacié del cloramfenicol es recomanable en primer lloc 1’obtindre un
hemograma complet amb contatje basal de plaquetes, i després del comengament del tractament
realitzar analitiques a intervals de 2-3 dies, de forma que si el nombre d'hematies disminuix per
sota de 2,5 milions/pL s’ha de considerar la retirada del cloramfenicol; en segon lloc, s’han
d’analitzar els marcadors basals renals 1 hepatics, i repetir-los als 1-3 dies del comengament del
tractament 1 després 1 vegada com a minim a la setmana; i finalment, en tercer lloc, s’ha de

mesurar un nivell pic en I'estat estacionari, €s a dir, a 1’1 h després d'una dosi oral en capses de
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cloramfenicol base, d'1,5-3 h després d'una dosi oral en suspensio de cloramfenicol-palmitat, o
de 0,5-1,5 h després de la infusi6é IV de cloramfenicol-succinat. Les tres mesures anteriors es
repetiran si es canvia la dosi, si s'observen canvis en els marcadors hepatics /o renals, o sin’hi ha

canvis en el recompte d'hematies i/o plaquetes.

Les técniques analitiques que s'utilitzen son la HPLC i els inmunoassatjos. Es preferible
la HPLC, ja que els immunoassajos no diferencien entre droga activa, pro-drogues i metabolits.
La mostra a determinar pot ser seérum, plasma (EDTA, citrat) o liquid cefal6-raquidi, i ha de ser
protegida de la llum, i congelada rapidament si no s'analitza immediatament. La sensibilitat de la

teécnica analitica utilitzada ha de ser inferior o igual a 1 mg/L.

Per al cloramfenicol, els rangs terapeutics dels nivells pic en sérum i plasma s6n de 10-20
mg/L, considerant-se toxics els valors superiors a 25 mg/L, mentre que en liquid cefald-raquidi,
I’interval varia entre 1-6 mg/L. No cal dir que els valors obtinguts sempre han de ser superiors

a la concentracié minima inhibitoria del microorganisme implicat.

La vancomicina sols s’ha de monitoritzar en pacients amb disfunci6 renal basal que estan
rebent simultaniament farmacs amb capacitat nefrotoxica, i en aquells en qué el volum de
distribucio esta alterat (cremats, embarassades, xiquets, hemodialitzats, etc..) [S1]. Sols es
monitoritzen els nivells vall, quan s'ha arribat a I'estat estacionari, 30 min abans de la segiient dosi
IV, ja que els nivells pic inter-pacients son molt variables i1 patixen de correlacio amb l'eficacia o
toxicitat del tractament. Les concentracions vall que definixen el rang terapeutic de la vancomicina

son de 5-10 mg/L, i les concentracions vall per dalt de 40 mg/L sén considerades toxiques.
Les mostres que es monitoritzen son el serum, plasma (EDTA; evitar I'heparina per la
possible interaccié amb la vancomicina) i ocasionalment altres fluids, com a liquid de dialitzat,

liquid cefalo-raquidi o liquid peritoneal.

Enquanalestécniques analitiques utilitzades trobem les cromatografiques d’altaresolucié

1 les immunologiques. Aquestes ultimes no han de mostrar cap reaccid encreuada amb els
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productes de degradacié de la vancomicina cristal-lina (estos es formen quan la Droga esta
exposada a temperatures per damunt de 25°C durant llargs periodes de temps) que son

farmacologicament inactius. La precisi6 analitica ha de ser inferior al 8%.

1.4.2.4. Glicosids cardiacs

La digoxina i la digitoxina s'usen per al tractament de patologies cardiaques agudes o
croniques (ICC), 1 en arritmies. La digoxina és la principal droga utilitzada als Estats Units,

mentre que la digitoxina ho és en molts paisos Europeus.

Degut a I’elevada afinitat de la digoxina i la digitoxina per la bomba de sodi, el seu
receptor, ambdos drogues tenen un gran volum de distribucio (5-9 L/Kg). El seu catabolisme es
realitza en estdmac i intesti, i els seus metabolits tenen escassa o cap activitat. La digoxina és

també¢ un dels metabolits menors de la digitoxina.

Els simptomes associats amb els efectes secundaris produits per sobredosi de digitalics,
s'assemblen a les condicions cliniques per les que s'administren. A més, tenen moltes interaccions
amb altres farmacs, tals com la quinidina, amiodarona, claritromicina, etc.. D'altra banda, en casos
de sospita de sobredosificaci6 la mesura del K séric és essencial, ja que l'activitat dels glucosids

cardiacs esta lligada a les concentracions seriques d'aquest catio.

Les raons per les quals €s important la monitoritzacidé d'aquests farmacs son, en primer
lloc, el tindre un index terapéutic molt estret, també pels efectes secundaris que presenta,
semblants als clinics pels que s'administra, en tercer lloc pels canvis en la funcio renal que es
poden produir i que afecten l'aclarament 1 els seus nivells plasmics, i finalment pel gran nombre

d'interaccions que presenten amb d’altres farmacs.
Per consegiient, la monitoritzacio terapeutica dels digitalics es recomana per tal d’establir

el régim apropiat de dosificacid, sobretot en pacients amb patologia renal, com a control diferit

en el temps en pacients estables hospitalitzats, per tal de verificar el compliment del tractament,
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per a determinar l'efecte d'altres farmacs que potencialment poden interaccionar amb ells, i per a
calcular la quantitat d'antidot (fragment Fab dels anticossos anti-digitalics) necessari per a tractar

les intoxicacions per sobredosificacio.

En quant a les técniques analitiques, encara que es poden mesurar per cromatografia, sols
els inmunoassatjos s'utilitzen comercialment. La monitoritzacié dels glicosids cardiacs per
immunoassaig és complicada pel fet que hi ha interferéncies causades per molecules endogenes,
conegudes com factors immunorreactius de la digoxina (FIDL) que es solen presentar quan els
pacients son neonats, embarassades, patixen de patologies renals i/0 hepatiques, infarts de
miocardi, pacients amb noduls limfatics mucocutanis, i en persones després de practicar un
exercici extrem. També n’hi ha interferéncies exogenes, tals com els verins de plantes, com ara
les Oleanderacies 1 d’altres 1 el liquid exsudat per alguns renocs. Finalment, la preséncia de
metabolits actius iinactius pot sobreestimar la concentracio total per reactivitat encreuada, inclis
en alguns casos 1 amb alguns immunoassajos la inmunorreactividad pot ser major inclus a la que

tenen els propis digitalics [52-54].

Es recomana que l'assaig utilitzat per a la quantificacié d'aquestes drogues haja sigut
apropiadament avaluat i validat pels fabricants, per tal de determinar I'efecte de possibles FIDL.
Pel que fa a la reactivitat encreuada amb verins, segons interesse, seran desitjables en les analisis
toxicologiques, ino ho seran en el cas de la monitoritzaci6 terapeutica; I'eleccié de I'immunoassaig

dependra de I'us al qué estiga destinat.

D'altra banda, en aquells casos on la determinaci6 de la fracci6 lliure siga prescrita, com
per exemple en els pacients tractats amb Fab anti-digitalics, es prendra com a mostra el sérum,
més que el plasma, que ha de ser ultrafiltrat abans del seu analisi amb dispositius de 30 kD de
calibre de porus i centrifugada a 25°C 1 1500 g durant 20 min. Aquest tractament eliminara la
fracci6 Fab unida als digitalics que interferixen, ila fracci6 inactiva unida a proteines plasmatiques
(prop d’un 20% per a la digoxina 1 90% per a la digitoxina). Préviament a 1’aplicacié d’aquest
protocol, I'i'mmunoassaig ha d'haver demostrat no estar sotmés a I’efecte matriu a causa de les

proteines del serum, el qual es du a terme mitjangant 1’analisi simultania d'una aliquota de diverses
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mostres sense ultrafiltrar i ultrafiltrades; la diferéncia en els resultats de cada mostra no haura de
ser significativa, tenint en compte el % d'unié a proteines de cada digitalic en qiiesti6. En
l'actualitat, han aparegut immunoassajos que mesuren directament la fracci6 lliure de digoxina en
presencia de Fab, encara que estan sent valorats [55]. La precisi6 analitica inter-dia ha de ser

mferior al 7%.

Les mostres per a la monitoritzaci6 terapeutica dels glicosids cardiacs, es du a terme una
vegada aconseguit l'estat estacionari: 5-7 dies per a la digoxina, i 1 més per a la digitoxina.
S'arrepleguen almenys de 8 fins a 12 h després de I'iltima dosi de digoxina, i almenys 6 h després
per a la digitoxina, ja que la concentracid de digitalics en serum no correlaciona amb l'activitat
farmacologica fins al periode de post-distribuci6. Per tant, és necessari esperar tot eixe temps per
arreplegar la mostra a analitzar. Sols en alguns casos concrets no se seguira esta maniobra, i
aquests son: en larevisio inicial per a diferenciar entre concentracions subterapeutiques i toxiques,
per tal d’assegurar que la fase d'eliminacio post-distribucié s'ha aconseguit, repetint l'analitica en
cas necessari, 1 per a confirmar la preséncia de verins exdgens després de la ingestio de plantes

sospitoses de contindre’ls.

Els rangs terapcutics establits al dia d’hui, ja que actualment estan sent revisats son: 0,8-2
pg/L per la digoxina, que se considera toxic a concentracions superiors a 3 pg/L, 1 10-25 pg/L

per la digitoxina, amb un valor critic de 45 pg/L [56].

1.4.2.5. Immunosupressors

Dos son els Farmacs que solen monitoritzar-se dins de l'arsenal de drogues
immunosupressores conegudes. Aquests, la ciclosporina A iel tacrolimus, tots dos son productes
naturals obtinguts de diverses especies de fongs, descoberts per serendipitia (a I’atzar). Un tercer
candidat a ser monitoritzat és el mofetil micofenolat, producte sintétic analeg al nucleosid
inhibidor 6-mercaptopurina, perd que no ho és en l'actualitat ja que els seus rangs terapeutics

encara no han sigut establits.
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La ciclosporina es comercialitza en forma de 2 formulacions orals diferents, el
Sandimmune i el Neoral, encara que també existixen preparats per a la perfusié IV. E1 Neoral esta
desplagant gradualment al Sandimmune ja que esta menys influenciat per la preséncia d'aliments
en el tracte gastrointestinal, 1 produix un rapid i Gnic pic reproduible entre els 30 min i3 h després
de la seua ingesta. Al contrari, el Sandimmune produix un pic a les 2-6 h després de la seua

ingestid, seguit per un segdn pic a les 5-6 h d'aquest [57].

El Tacrolimus també s’administra via oral i és farmacocineticament semblant a la
ciclosporina, pero la seua biodisponibilitat és variable (mitja del 20%) 1 esta molt afectada per la
presencia d'aliments. També existixen preparats per a infusié IV, encara que l'experiéncia amb
aquests ¢s limitada. En els pacients pediatrics el temps de semivida, t, , , €&s més curt que en adults,
per la qual cosa es requerixen dosis més altes per aconseguir el rang terapeutic que per altra banda

¢s comu [58].

Ambdods drogues s'eliminen per via renal menys del 5%, per la qual cosa l'insuficiéncia
renal influix poc en el seu aclariment. No obstant, les hepatopaties si que poden incrementar la
seua concentracio. El Tacrolimus i la Ciclosporina tenen una toxicitat sinérgica, per la qual cosa

no s'usen en combinacio.

La demostraci6 de si la toxicitat del pacient €s deguda a I'immunosupressor o per rebuig
organic directe continua sent complicada. Encara aixi, la toxicitat associada a una sobredosificaciéd
inclou les infeccions i efectes organics com ara fallada renal, hepatica i neurotoxicitat, i la

submedicacié pot portar a un rebuig de I'0rgan transplantat per augment de I’autoimmunitat.
Tant la ciclosporina com el tacrolimus patixen de multiples i variades interaccions amb

altres farmacs. Les més importants son aquelles que fan augmentar o disminuir en el sistema

hepatic el citocrom P450, i les que bloquegen la circulacid entero-hepatica per accid directa

(colestiramina) o indirecta alterant la flora gastrointestinal (antibiotics).

La freqiiéncia de monitoritzacié d'aquestes drogues varia ampliament segons la condicid

40



Capitol 1

clinica del pacient, temps transcorregut des del transinsubordinacid, les co-medicacions 1 el tipus
d'organ transplantat. Per tant, es recomana seguir el segiient protocol de monitoritzacio: en el
periode post-transplantament immediat, s’han de monitoritzar cada 24-48 hores; en els primers
3-6 mesos, fins I’estabilitzacié del pacient, 2-3 vegades/setmana, disminuint la freqiiéncia
gradualment; 1 en pacients post-transplantats, estables després de 6 mesos, 1 vegada cada 2-3
mesos. Les situacions que requerixen un canvi en la freqliéncia son: canvis en les condicions
cliniques del pacient, addicié de nous medicaments, canvis marcats en el pes...; en els pacients que
patixen una infeccid activa es reduira la dosi, guiada per monitoritzacio; i si n’hi ha rebuig 1 el
pacient ha de ser tractat amb agents biologics anti-linfocitics (OKT3, ATGAM) també les dosis

es reduiran i ajustaran per monitoritzacio.

Ja que les dos drogues que es monitoritzen poden causar nefro i1 hepatotoxicitat, a més
d'intolerancia a la glucosa, és recomanable mesurar concomitantment els segiients parametres

bioquimics en sérum: creatinina, marcadors hepatics 1 glucosa.

En quant al tipus i temps de mostratge, s'ha comprovat que n’hi ha una bona correlacio
entre les concentracions vall de la droga en sang total i els seus efectes fisiologics. Aixi, s'utilitzara
sang total anticoagulada (d'elecci6 amb EDTA; mai amb heparina si la mostra ha de ser
congelada). No s’ha d’utilitzar plasma o sérum, degut a que la ciclosporina i el tacrolimus
penetren en les hematies amb un ratio sang total/plasma (o sérum) de 2 1 d'll a 29,
respectivament, en condicions normals, i a que les concentracions d'ambdds immunosupressors
en plasma o sérum estan afectades per I'hematocrit i per la temperatura, per la qual cosa I'anterior

ratio pot variar considerablement [59, 60].

Ha de tindre's en compte que la ciclosporina patix de variacions diaries temporals, amb
nivells significativament més baixos a la vesprada, 1 que a més pot adsorvir-se a diferents tipus de
plastics, pel que s’ha d’evitar I’extraccié sanguinia a través dels tubs utilitzats per a perfusio IV,
si és el cas. Una volta obtesa la mostra, aquesta ¢s estable 7 dies a temperatura ambient 1 de 3

mesos a 1 any a —20°C.

Es recomana el seglient protocol d'arreplega de mostres: utilitzar la sang total
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anticoagulada amb EDTA i obtindre-la per venopuncio periferica, no utilitzar heparina per a la
recol-leccid de mostres, extraure la mostra dins d’1 h abans de la segiient dosi, 1 en el cas de
monitoritzar la ciclosporina, l'extraccid sera sempre a la mateixa hora del dia, i finalment s’ha
d’evitar obtindre la mostra per a monitoritzar la ciclosporina a través de les vies utilitzades en

perfusio IV.

Respecte dels metodes analitics disponibles per a lamonitoritzaci6 dels immunosupressors,
trobem de nou els immunoassatjos i "HPLC. En relaci6 amb els primers metodes, s’ha de dir que
son els més utilitzats, malgrat que n’hi ha la controveérsia de si son preferibles o no aquells que son
capacos de detectar també els metabolits, per reaccid encreuada amb la droga pura. En general,
son desitjables aquells amb menys reaccions encreuades, encara que en qualsevol cas sempre
s'utilitzara la mateixa técnica immunologica per a un pacient donat. Respecte dels metodes
cromatografics per HPLC, a causa de la naturalesa de la separaci6 és discrimina entre la droga
pura i els seus metabolits. Siga quin siga el métode seleccionat, el CV% inter-dia ha de trobar-se

entre el 51el 10%.

Es recomanable I’identificacié del métode analitic utilitzat per a la monitoritzacio, ja que
ajuda en l’interpretacio del nivell de droga respecte del rang terapéutic establit. Aquest esta
influenciat per multiples variables (tipus d'organ transplantat, técnica analitica utilitzada, protocol
clinic decretat, edat del pacient, etc.), i es recomana la revisié continua d'aquests rangs en
referéncia amb grans centres de transinsubordinacidé que son els que major experiencia clinica

acumulen.

Els rangs de referéncia representatius actualment acceptats per consens és proporcionen
a continuacié [60,61]. Per la ciclosporina, en el periode d’induccié (< 3 mesos post-
transplantament) els rangs son 150-225 ng/ml en el de ronyo, 225-300 ng/ml en el de fetge, 1 250-
350 ng/ml en el de cor; després, en el periode de manteniment, els rangs son de 100-150 ng/ml

enronyo i fetge, 1125-175 ng/ml en els de cor. En el cas del tacrolimus, el rang va de 3-15 ng/ml.
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1.4.2.6. Broncodilatadors

Lateofil-lina i la cafeina son membres d'una classe de drogues denominades metilxantines,
les quals afecten la funcid pulmonar. Les afeccions pulmonars més representatives on solen
utilitzar-se estos farmacs son, respectivament, malalties pulmonars obstructivas agudes /o
croniques amb una base immunologica (asma) o no (EPOC, ventilacié mecanica, etc.), i 'apnea
neonatal en prematurs i xiquets de fins a 32 setmanes, caracteritzada per la cessacid dels

moviments respiratoris amb bradicardia o sense.

En el cas de I'asma i I'EPOC, la introduccié de 1'is dels esteroids i inhaladors bronquials
3-adrenergics ha fet descendir significativament la monitoritzaci6 terapeutica de la teofil-lina,
sobretot en adults. Encara aixi, amb motiu de reduir en xiquets i1 adolescents el consum dels
esteroids, els quals afecten el creixement i desenvolupament dels pacients jovens, la teofil lina és
encara considerada terapia de primera linia. A més, el tractament amb teofil-lina només se
circumscriu al del periode de duraci6 de l'episodi respiratori, cessant la seua administracidé quan

aquest cessa.

Tant la teofil lina com la cafeina s'han mostrat efectives en el tractament 1 la reduccié del
nombre d'episodis d'apnea en neonats i xiquets de fins a 32 setmanes. Pel fet que la cafeina és molt
menys toxica que la teofil'lina, i per aquest motiu, el tractament d'eleccidé consisteix en

I’administraci6 de cafeina 1 vegada al dia durant dues setmanes.

Ambdods drogues tenen un gran nombre d'interaccions amb d’altres farmacs que
interferixen el sistema del citocrom P450 hepatic. A més, la cafeina també interacciona amb les

fluoroquinolones i el fluconazol per mecanismes desconeguts.

A causa de l'amplia variacid en el seu metabolisme i al seu reduit index terapéutic, la
teofil-lina és rutinariament monitoritzada. El tractament s'inicia amb una doside xoc o carrega IV,
després de la qual es realitza una monitoritzacio i es fan mitjancgant els calculs farmacocinétics
(estimacions Baiessianes o utilitzant d’altres models) s’obté el réegim optim de dosificacid

individualitzat, que servira per a posteriors dosis d'infusio IV [62]. Quan s'aconseguix l'estat

43



Monitoritzacio de farmacs

estacionari, comprovat una altra vegada per monitoritzacio, sol fer-se el canvi a medicaci6 oral.
En el cas de pacients pediatrics, no és adequat utilitzar la dosi de carrega, per la qual cosa el que
es fa és incrementar gradualment la dosi IV fins que s’aconsegueix la dosi terapeutica estandardd
mitjancant 1’observacié en el pacient de I’aparici6 o no dels signes de toxicitat. Una vegada
aconseguida la dosi estandardd se du a terme la monitoritzacid per tal de verificar que s’ha
aconseguit la concentraci6 terapeutica. Les mostres apropiades per a la quantificaci6 de nivells
de teofil-lina son el serum i/o plasma, pero també es pot utilitzar sang total anticoagulada, degut

a que existeixen en el mercat uns analitzadors adaptats.

En el cas de la cafeina, I'efectivitat de la terapia, mesurada com la reduccié a menys del
50% en el nombre d'episodis d’apnea, és primariament determinada per observaci6 clinica, i no
per monitoritzacié. La toxicitat associada es manifesta com a taquicardia, intolerancia
gastrointestinal /0 agitaci® o nerviosisme. Només es recomana la monitoritzacié de la
concentracid de cafeina, fent Gs de mostres de seérum i/o plasma, en pacients que no reduixen el

nombre d'episodis d'apnea a altes dosis, 1 en pacients amb evideéncies de toxicitat associada [63].

Ja que el t,, de la cafeina és molt llarg, és impracticable esperar a arreplegar la mostra
quan s'aconseguix l'estat estacionari. En cas necessari la mostra pot arreplegar-se en qualsevol

moment per a la seua monitoritzacio.

D'altra banda, per a la monitoritzacio de la teofil-lina, es recomana seguir els seguents
protocols, depenent dels tipus de terapia. En la terapia IV, si es va a utilitzar una dosi de carrega,
s’ha de monitoritzar al pacient abans de la perfussio, per tal de verificar que no n’hi ha cap traca
de teofillina en sang. Després d'aquesta primera extraccid, s’ha de fer la perfussio de la dosi de
carrega 1 monitoritzar una segon vegada al cap d’1 hora, per al nivell pic. D’aquesta manera es
comprova que la dosi ha estat ’adequada i se calculen les segiients dosis de perfusio optimes i
individualitzades. A més, depenent del régim de dosificacié IV instaurat, les mostres es poden
arreplegar d’1-4 hores post-perfusioé per tal de comprovar que s’ha aconseguit arribar a 'estat

estacionari o per monitoritzar la concentracié quan s'observen simptomes de toxicitat.
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Quan la terapia és oral, es quantifiquen els nivells vall, o siga, immediatament abans de la
segiient dosi oral: es monitoritza després de 1-2 t, , per a assegurar que no s’ha aconseguit arribar
al nivell terapéutic, i després de 5 t,, per a comprovar que l'estat estacionari aconseguit esta dins
del rang terapéutic i el régim de dosificacio és 'adequat. Finalment, en cas de terapia seqiiencial,
s’ha d’esperar 5 t,, després del canvi de dosificacio IV a oral per a la monitoritzacié de nivells,

modificant la dosi oral en cas necessari.

La precisio inter-dia, CV%, dels assajos utilitzats per a la quantificacié dels
broncodilatadors han de ser < 7% 1 < 10%, per a la teofil-lina (regulat pel CLIA 88) i la cafeina
(no regulat pel CLIA 88), respectivament. Cal recordar que podem trobar resultats per sota del
limit de sensibilitat de la técnica, com en els casos de la monitoritzacio inicial de la teofil-lina just
abans de rebre el pacient una dosi de xoc IV o també en controls de qualitat externs. Els resultats
per davall del limit de sensibilitat al monitoritzar la cafeina han de ser rapidament notificats al

metge prescriptor (generalment pediatres).

Els rangs terapeutics acceptats varien per als dos broncodilatadors [64, 65]. Aixi, per la
teofil-lina, el rang es troba entre 10-20 mg/L. De vegades, la toxicitat associada a tractaments
cronics molt prolongats, pot aparéixer a concentracions de 15 mg/L, encara que en la majoria de
casos nomes s'observen per a nivells superiors a 20 mg/L. Els valors superiors a 25 mg/L se
consideren critics 1 han de ser rapidament notificades al metge. Per a la cafeina, son molts i molt
variats els rangs terapeutics notificats, pero actualment s'accepta el rang entre 26-40 mg/L, iinclas
alguns estudis han revelat que concentracions de fins a 80 mg/L no van comportar toxicitat

associada, 1 aquesta només es va detectar a partir de 346 mg/L.

1.4.2.7. Antineoplasics

Els antineoplasics [30, 32] comprenen a un grup de substancies que s'utilitzen en el

tractament del cancer (neoplasia), perd sols U, el metotrexat, que és el més utilitzat, és

habitualment monitoritzat. Un dels antineoplasics més utilitzats és el metotrexat, el qual s'empra

fonamentalment en el tractament de la leucémia, limfomes no-Hodgkin, osteosarcoma,
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coriocarcinoma, cancer de cap icollialtres tumors solids. El metotrexat és un inhibidor de l'enzim
dihidrofolic-reductassa i actua com a antagonista de l'acid folic, necessari per al creixement i la

reproduccio cel-lular.

La dosificaci6 és altament variada, oscil-lant des de terapies amb baixes dosis per via oral
(20-40 mg/m®) a terapies IV de dosis altes (1-12 g/m?), seguides en algunes hores de
l'administracié de leucovorin, contenint acid folinic, es a dir, el producte de I'enzim inhibit pel
metotrexat, amb la qual cosa s'evita el bloqueig i es permet la continuacio de les funcions cel lulars
en la resta de cel'lules no neoplasiques. L'us de leucovorin permet administrar una quantitat de

metotrexat que és 50-300 vegades superior a quan s'administra aquest farmac Ginicament.

Entre les raons que fan necessari la monitoritzacié del metotrexat destaquen, en primer
lloc, I’elevat potencial toxic, generalment dosi-dependent, que pot provocar la mielosupressid
(que exigix l'administracié de leucovorin), tlceres gastriques (pel seu metabolisme intestinal),
hepatitis, dermatitis, nefropaties (que requerix hiperhidratar al pacient i alcalinizar-li l'orina per
damunt d'un pH 6,3), neumonitis, irritacié ocular i leucoencefalopatia, aquestes tres tltimes es
produixen a dosis més altes; en segén lloc, perque encara que s'unix a les proteines plasmiques
(fins aun 50% d’uni6 a I’albumina), és facilment desplazable per qualsevol medicament que també
s'unisca a elles (acid acetil salicilic, etc...); en tercer lloc, degut a que la dosi maxima tolerada varia
amb els individus; en quart lloc perque la determinacié dels nivells s€rics és essencial per a dirigir
el rescat amb Leucovorin; 1 finalment ja, que s’ha de tindre en compte que la monitoritzacié de

l'acumulacié de farmacs en els pacients amb disfuncio6 renal es obligatoria.

Com en els altres grups de substancies monitoritzables, els métodes de mesura inclouen
els immunologics 1 els cromatografics. Es preferix dur a terme la seua determinacio en el sérum,
pero també pot ser utilitzat el plasma o liquid cefald-raquidi. La mostra es remetra al laboratori

sempre protegida de la llum.

En quant al temps de mostratge, en pacients amb funci6 renal normal i quan s’utilitzen

dosis altes, és suficient amb mesurar els nivells sérics a les 24, 48 1 si es vol, a les 72 hores o fins

46



Capitol 1

que el nivell siga inferior a 0,1 pmol/L. Quan n’hi ha vessament pleural o ascites es requerix la
monitoritzaci6 durant un periode major. En cas de dosis molt altes es realitzaran extraccions a les
0,5, 6, 12 1 24 hores després de la perfusié IV (que dura unes 6 hores) calculant el t,, del
metotrexat en el pacient individualitzat; es considera que n’hi ha risc de toxicitat sielt,,>3,5h
ila concentracié plasmica a les 24 hores és > 5 pmol/L. S'ha de tindre en compte que en tots els
tractaments a dosis altes es realitzara un rescat amb leucovorin, que s'ajustara segons el nivell
séric aconseguit en la monitoritzaci6 a les 48 hores (o 42 hores després de la perfusio 1V). Les
dosis de leucovorin varien des de 500 mg/m’ IV/6 h per a concentracions de metotrexat de 20-50
pmol/L, fins a 5-10 mg/m* PO/12 h per a concentracions de metotrexat de 0,05-0,1 pmol/L. Per
davall de 0,05 pmol/L no cal administrar Leucovorin. Les concentracions < 0,01 pmol/L no séon
efectives (l'ideal son entre 0,05-0,1 pmol/L a partir de les 72 hores). Quan el metotrexat
s'administra a dosis baixes per via oral, és necessari monitoritzar només la funciod renal; si
apareixen alteracions s’han de monitoritzar les concentracions s€riques, procurant no sobrepassar

el llindar de seguretat de 0,1 pmol/L.

Els rangs terapeutics actualment admesos per al metotrexat sén: una concentracio
terapéutica recomanada de < 0,1 pmol/L, i es considera que n’hi ha una concentraci6 toxica a

partir de 10, 1 10,1 pmol/L a les 24, 48 1 72 hores, respectivament.

1.4.2.8. Psicofarmacs

1.4.2.8.1. Timoléptics

Els timoleptics es poden dividir en dos grups clarament diferenciats, els que tenen també
propietats antiepiléptiques i el liti. Tres son les drogues amb propietats timoleéptiques que son
rutinariament monitoritzades, la carbamazepina, I’acid valproic i el liti. Els dos primers a més a
més, també es monitoritzen per ser antiepiléptics. Elliti és un metall alcali indicat per al tractament
d'episodis maniacs, desordres bipolars 1 depressio. S'elimina principalment (>95%) via renal, per

la qual cosa esta contraindicat en pacients amb patologia renal, encara que en pacients amb
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insuficiencia renal cronica seleccionats i sovint monitoritzats pot ser utilitzat. El liti de per se és
nefrotoxic, 1 en tractaments cronics tendix a reduir la seua excrecié podent acumular-se en
l'organisme. En xiquets I'excrecio renal és major 1 han de donar-se dosis més altes (referides al pes
corporal) que en adults per a aconseguir concentracions semblants a aquests. Al contrari, en
pacients geriatrics les dosis administrades han de ser menors, ja que a causa d'alteracions en la
seua distribucid i aclarament, la concentracié de liti en aquests pacients tendix a incrementar-se.
El liti és potencialment teratogen durant el primer trimestre de I'embaras i el seu Us haura de ser
evitat fins passar aquest periode, 1 després pot utilitzar-se, tenint en compte que en I'altim
trimestre, a 'augmentar el seu aclarament, es deu també¢ augmentar la seua dosi per a mantindre

les concentracions terapeutiques [66].

Altres parametres que ocasionalment poden monitoritzar-se per a valorar l'estat fisiologic
del pacient amb sospita de toxicitat, que sol manifestar-se inicialment com a polilria i
hipotiroidisme, son ’ecografia renal, I’osmolalitat plasmica, els electrolits sérics, les hormones

tiroides, i finalment, la urea, creatinina i altres marcadors de dany renal.

Els efectes toxics de la sobredosificacid de liti inclouen tremolors, desarreglaments
gastrointestinals, dolors musculars, confusio, deliri, epilépsia, coma 1 inclas la mort. EI liti té
interaccions farmacologiques /o fisiologiques amb molts altres farmacs d’us terapéutic, sent les
més conegudes les que presenta amb els dilirétics (sobretot els que actuen a nivell del tubul

proximal, com les tiazides), la teofil-lina, AINEs, IECAs, neuroléptics i la carbamazepina.

Elliti és candidat a la monitoritzaci6 terapeutica pel seu comportament no lineal de la dosi
administrada amb el nivell plasmic aconseguit, també per que tant els efectes terapéutics com els
toxics correlacionen amb la seua concentracid sérica i finalment perque té un rang i un index

terapeutic molt estrets.
En la monitoritzacio del liti es recomana seguir el segiient protocol: les primeres 2

setmanes s’ha de monitoritzar cada 3-4 dies; de la setmana 2 a la 6, n’hi ha prou amb 1 vegada

a la setmana, ajustant la dosi fins a aconseguir la concentracié desitjada; de la setmana 6 ala 12,
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1 vegada al mes: 1 a partir dels 3 mesos, 1 vegada cada 3-6 mesos, si el pacient esta ben

estabilitzat amb el régim donat.

També es recomana la monitoritzacié fora del protocol anterior si el pacient esta prenent
també diiiretics, si s'incrementa la dosi per falta de o baixa resposta al tractament, si la
concentracio en l'estat estacionari (4 a 6 dies) esta propera al limit superior del rang terapéutic ja
que en aquest cas la monitoritzacio es realitzara en periodes més curts de temps, i també quan se

sospite toxicitat associada o falta de compliment del régim de dosificacié instaurat.

En la monitoritzacié de liti son apropiades les mostres de sérum i plasma (heparina-Na),
amb una estabilitat tant a 4°C com a temperatura ambient molt prolongada. Aquests 2 tipus de
mostra s'han d'obtindre immediatament després de la seua extraccid, ja que els hematies de la
mostra sanguinia contenen d’un 30-40% del liti total (les mostres de sérum o plasma hemolitzades
seran rebutjades) i poden contaminar 'espécimen de mesura. Respecte a l'anterior, s'ha suggerit
que la mesura del liti intra-eritrocitari o del quocient liti Hematies/plasma podria ser d'utilitat, perd
no s’ha demostrat que aporte res a la classica monitoritzacié en plasma o sérum (recentment s'esta
avaluant si el liti intra-eritocitari €s til per a valorar el compliment del régim de dosificacio per
part del pacient). La presa de mostres ha de realitzar-se sempre 12 hores després de la ingestio
de I'dltima dosi, ja que abans d'eixe temps encara pot estar el farmac en la fase d'absorci6 o

distribucio [67].

En quant als métodes analitics utilitzats, destaquen la fotometria de flama d'emissio i
l'espectroscopia d'absorcid atomica, per la seua precisid, exactitud i1 quasi abseéncia
d'interferéncies. No obstant, els més utilitzats son els métodes colorimeétrics il'eléctrode i6-selectiu
(ISE), els quals tenen un gran nombre d'interferéncies tant positives com negatives, pero que
afortunadament només son significatives si l'interferent (altres drogues terapeutiques, metabolits
de la mostra, concentracions de Ca elevades, certes silicones en tubs de mostratge, etc...) esta
present en concentracions elevades, o si n’hi ha més d'un interferent present [68]. Aixi, si
s'utilitzen els meétodes colorimetrics o I'ISE s'haura de tindre en compte totes les possibles
interferéncies, 1 cercar informaciod sobre les altres medicacions concomitants que puga estar

prenent el pacient. Segons el CLIA 88 la precisio inter-dia ha de ser £ 7%.
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Elrang terapéutic generalment acceptat del liti és de 0,4 a 1,5 meq/L, sent el més apropiat
de 0,8 a 1,5 meq/L en terapia aguda, i de 0,5 a 0,9 meq/L en I'estat estacionari de manteniment

en terapia cronica [69].

1.4.2.8.2. Antidepressius triciclics

La depressi6 és un desordre psiquiatric, més o menys suportable, que afecta fins a un 20%
de la poblaci6 i que ocorre quasi 2 vegades més sovint en dones que homens. Els antidepressius
triciclics, el liti, els IMAOs i algunes benzodiazepines, combinades amb la psicoterapia i, en casos
excepcionals la terapia electroconvulsiva, constituixen les principals modalitats de tractament de

la depressio.

Els antidepressius tenen com a caracteristica comuna el contindre una estructura quimica
amb tres anells. A més d’estar indicats en el tractament de diverses formes de depressio, també
estan indicats per a tractar desordres psiquiatrics d'ansietat, alimentaris 1 d’hiperactivitat, enuresi
en xiquets i1 dolors cronics i neuropatics. La clomipramina, a més, esta considerada com

l'antidepressiu d'eleccio en el tractament dels desordes obsessiu-compulsius.

En quant a la seua toxicitat destaquen aquelles derivades de la seua activitat
anticolinérgica, 1 junt amb els seus metabolits, produixen efectes adversos sobre el teixit cardiac
(semblants als causats pels antiaritmics de la classe IA), podent arribar a desenvolupar bloquejos

atri-ventriculars de la conduccid nerviosa.

El principal enzim hepatic implicat en el metabolisme dels antidepressius és el citocrom
P450 2D6 (CYP2D6), que exhibix forca variacio genética i té un efecte significatiu sobre la dosi
administrada i la concentracio plasmica aconseguida. En cas necessari, n’hi ha métodes analitics
per a l'estudi fenotipic metabolic d’aquest enzim, els quals han demostrat ser cost-efectius 1

permeten predir una possible fallada terapcutica i evitar la toxicitat [70].
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La variaci6 inter-individual entre pacients geriatrics, adults i pediatric-adolescents és molt
marcada, sobretot en aquests ultims (associada a mort sobtada per bloqueig atri-ventricular), la
qual cosa incrementa la necessitat de monitoritzar aquest grup de substancies. L'insuficiéncia renal
cronica té poc efecte sobre 'acumul de la droga mare i els seus metabolits desmetilats, pero si que
té efecte sobre els seus conjugats i metabolits hidroxilats que poden arribar a acumular-se. En
pacients fumadors les concentracions tendixen a ser més baixes (per induccid enzimatica

hepatica), per la qual cosa han d'ajustar-se les dosis per monitoritzacid terapéutica.

D'altra banda, les interaccions medicamentoses amb altres farmacs son molt amplies,
involucrant sobretot a aquells farmacs inductors o inhibidors del sistema citocrom P450 hepatic.
En el cas concret d'inductors (carbamazepina, rifampicina, etc) la monitoritzacio dels
antidepressius haura de ser continua durant almenys 4 setmanes després de I'administracio del
farmac inductor, per assegurar l'estabilitzacid de les concentracions en l'estat estacionari. De
vegades s'associen diversos antidepressius /0 atipics en aquells pacients on falla la monoterapia.

L'as d'antidepressius en combinacié d'IMAOs ha de ser evitat [71].

Les principals Associacions Psiquiatriques recomanen la monitoritzacio terapeutica de al
menys 3 antidepressius: imipramina, desipramina i nortriptilina, 1 s’afegix l'amitriptilina ja que el
seu principal metabolit €s la nortriptilina, i la doxepina. Aquesta recomanacio es torna quasi
obligatoria per a pacients pediatric-adolescents i geriatrics, aixi com en aquells que estiguen rebent
simultaniament altres farmacs amb efectes inductors o inhibidors dels enzims hepatics o aquells
amb insuficiéncia renal o malalties hepatiques. Degut a que existix evidéncia de la relacié entre
concentracid plasmica/resposta terapeutica per a la clomipramina 1 bupropid, aquests també son
candidats a la monitoritzacio [72, 73]. Aquesta relacié no s’ha trobat amb la resta d'antidepressius

1 atipics, 1 per tant, no es recomana la seua monitoritzacio terapeutica de forma rutinaria.

Aixi, en el cas dels antidepressius, es recomana realitzar la monitoritzacié de I’imipramina,
amitriptilina 1 doxepina, aixi com tamb¢ la desipramina i nortriptilina si s'utilitzen com a drogues
primaries. També es recomana mesurar els metabolits actius de I’imipramina que és la

desipramina, de 1’amitriptilina que €s la nortriptilina, i la doxepina que €s la desmetildoxepina,
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simultaniament a la quantificacio de les drogues mares de qué procedixen. En cas de monitoritzar
la clomipramina es recomana quantificar conjuntament també el seu principal metabolit, la
desmetilclomipramina. Finalment, si se sospita de ’existéncia de toxicitat associada és util la
monitoritzacid d'altres parametres, tals com 1’'electrocardiograma, I'hemograma, la mesura de la

pressiod sanguinia i d’altres marcadors cardiacs [74].

Les principals raons per que esta indicada la monitoritzacié dels antidepressius son
I’avaluaci6 del compliment posologic, el verificar les concentracions terapeutiques, I’evitar la
possible toxicitat associada, i1’establiment dels efectes potencials d'interaccions medicamentoses
amb altres farmacs quan ja s'ha aconseguit I'estat estacionari (uns 5 dies amb un t,, mitja de 24

hores).

Respecte a la recol-leccid de les mostres, son apropiades les de sérum 1 plasma (amb
EDTA). Les mostres son estables 1 setmana a temperatura ambient i fins a 1 any congelades a
—20°C. S'ha demostrat que les mostres de sérum obtingudes en tubs amb gels separadors
disminuixen la concentracidé respecte d'aquells que no els contenen. A ser possible, s’han
d’utilitzar tubs secs sense separadors per a obtindre la mostra. La quantificacié de la fracci6 lliure
de les drogues no és necessaria per als antidepressius (la uni6 a proteines és d'un 90%) i en el cas
del bupropio, en circumstancies cliniques normals. Per comengar la monitoritzacio s’ha d’esperar

que s'haja aconseguit I'estat estacionari.

Eltemps de mostratge apropiat ocorre durant la fase d'eliminaci6 terminal, per la qual cosa
les mostres han d'arreplegar-se de 10 a 14 h després de 1'altima dosi en régims de dosificacié d'l
vegada al dia, i de 4 a 6 hores després de I'altima dosi en régims de dosificacio de multiples dosis

al dia.

Els métodes utilitzats per a la monitoritzaci6 inclouen la HPLC, la CGL 1 els
inmunoassajos. Els inmunoassajos patixen de nombroses reaccions encreuades amb altres farmacs
de semblanca estructural i a més, en cas de tractaments amb més d'l antidepressiu al mateix

temps, €s dificil monitoritzar les seues concentracions exactes, ja que les reaccions encreuades
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entre ells arriben inclis al 100%. Aixi, excepte quan el pacient estiga rebent un sol antidepressiu
1no estiga prenent simultaniament un altre farmac susceptible de tindre reaccions encreuades, els
inmunoassajos solen reservar-se per a detectar sobredosificacions en conjuncié amb la
monitoritzacio cardiaca. La cromatografia també té algunes interferéncies analitiques, perod poden
esquivar-se amb diverses estratégies [ 75]. La precisi6 inter-dia de totes aquestes técniques, segons

el CLIA 88, ha de ser < 8%.

Els rangs terapéutics recomanats han sigut consensuats per multiples estudis clinics 1 son:
de 120-250 pg/L per 'amitriptilina (inclou la suma de la concentracié del seu principal metabolit
nortriptilina), 180-350 pg/L per I'imipramina (idem Desipramina), 160-400 pg/L per la
clomipramina (idem desmetilclomipramina), 150-250 pg/L per la doxepina (idem
desmetildoxepina), 20-100 pg/L pel bupropid, 50-150 pg/L per la nortriptilina, i 115-250 pg/L

per la desipramina.

1.4.3. Substancies monitoritzades en toxicologia i estudis farmacocinétics

La monitoritzacioé no es unicament utilitzada per a farmacs, sino que també pot tindre la
seua aplicacio en estudis toxicologics i farmacocinétics. En estudis toxicologics es interessant
determinar la concentracié del toxic en sang, per tal de dur a terme un millor pronostic del
desenvolupament de la fase toxica aguda. Les substancies monitoritzades estudiades en ’apartat
anterior, resulten toxiques quan la seua concentracid supera en poc el rang superior. D’altres
grups de substancies, tals com els farmacs i drogues d’abus, també han de ser freqlientment
controlades, quan donen lloc a intoxicacions greus. Per altra banda, la determinacio de la
concentracié en funcido del temps, també es d’una gran utilitat per tal de determinar les
caracteristiques farmacocinétiques dels nous farmacs que es desenvolupen o de farmacs ja
estudiats. En tots dos casos, la cromatografia liquida en general i la CLM en particular, pot ser

utilitzada per dur a terme aquests tipus d’estudis.

En aquesta memoria s’han dut a terme la determinacié de substancies monitoritzables per

ser farmacs (drogues terapeutiques), per la seua toxicitat o dins d’estudis farmacologics.
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Capitol 11

OBJECTIUS i DESENVOLUPAMENT DE LA TESI DOCTORAL

II.1. Resum

El grup de recerca de Quimica Bioanalitica de la Universitat Jaume I, inscrit en el registre

de I'OCIT amb el namero 029 (http://www.bioanalitica.com) ha realitzat diversos treballs de

separacié de compostos fent ts de la cromatografia liquida micel-lar (CLM). Amb la meua entrada
al grup, 1 tenint en compte la meua formacié de farmaceutic, reforcada per l'obtencié de les
titolacions via F.ILR. d'Especialista en Microbiologia 1 Parasitologia Clinica (gener 1990 a
desembre 1992) i en Analisis Cliniques (juliol 1999 a juny 2003), em vaig proposar l'estudi de la
possibilitat de determinar les substancies més monitoritzades en els Hospitals emprant la CLM en
mostres tals com sérum, orina i1 preparats farmaceutics. La financiaci6 per tal de portar a terme
aquests estudis es va veure afavorida per diversos projectes de recerca a carrec de la Fundacio
Caixa de Castello - Universitat Jaume I (P1-1A2000-13 1 P1-1B2003-07), aixi com pel Ministeri
de Ciencia 1 Tecnologia (BQU2001-3770).

El fet de seleccionar la CLM com a técnica de separacid de les substancies monitoritzables
va vindre donada per un dels avantatges d'aquest tipus de cromatografia, com és la possibilitat
d’efectuar I’injeccio directa de les mostres fisiologiques, tals com sérumiorina, en el cromatograf,
simplificant al minim I’extraccié dels farmacs en aquest tipus de determinacions i evitant les

tedioses etapes de pretractament: extraccions, concentracions, etc.
El proposit d’aquesta memoria ha estat, per tant, demostrar que la CLM ¢és una técnica

valuosa per a I’analisi de les substancies que habitualment son monitoritzades en els Hospitals 1

en fluids biologics tals com sérum i orina. Els métodes analitics aci desenvolupats son en tots els
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casos molt avantatjosos quan es comparen amb 1’Gs dels procediments classics, ja siguen
immunologics, amb possibles problemes de reaccions encreuades, determinacié d'un sol analit per
prova, etc.; o RPLCs convencionals, que utilitzen fases mobils aquo-organiques, on els procesos
d’extraccid fan que les determinacions s’allargen masa, a més que les recuperacions d'estes
puguen no ser totals.

S’han desenvolupat metodes analitics per als seguents grups i substancies monitoritzables:

. ANTIEPILEPTICS: carbamazepina, fenobarbital i fenitoina.

. ANTIARRITMICS: procainamida, N-acetil procainamida (NAPA), disopiramida, lidocaina

1 quinidina.

. ANTIDEPRESSIUS TRICICLICS: imipramina, desipramina, amitriptilina i nortriptilina.

. ANALGESICS: paracetamol.

. BRONCODILATADORS: cafeina i teofilina.

. BARBITURICS: amobarbital, barbital, hexobarbital i secobarbital.

. BENZODIAZEPINES: bromazepam, diazepam, flunitrazepam, halazepam, medazepam,

nitrazepam, oxazepam i tetrazepam.
. ESTIMULANTS: amfetamina, efedrina, metoxifenamina, fenilefrina i fenilpropanolamina.
. OPIACIS: morfina, codeina i tebaina.

En aquesta memoria, el capitol I mostra una introduccié a la CLM 1 a la monitoritzacio

de drogues terapeutiques; el present remarca els objectius de la tesi doctoral 1 anuncia el seu

desenvolupament; mentres que els treballs experimentals duts a terme amb els grups de les
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substancies monitoritzables es recullen en el capitol 11, que conté 6 sub-capitols organitzats des
de III.1 fins a II1.6; finalment, el capitol IV recull les principals conclusions que es deriven dels
estudis que en la present Tesi he desenvolupat. La Memoria finalitza amb un annexe (apartat V)
on apareix una copia de les publicacions que m'han servit per tal d'elaborar la present Tesi

Doctoral.

En els capitols experimentals, es proposen metodes d’analisi per a la determinacid
d’antiepiléptics (capitol I11. 1), antiarritmics (capitol I11.2), antidepressius triciclics (capitols I11.3.a
1 [11.3.b), analgesics (capitol II1.4), broncodilatadors (capitol IIL.5), i farmacs i drogues d'abus
(capitol II1.6). En la major part dels treballs la mostra emprada ha estat el sérum, pero en el cas
de les drogues d'abus també s’ha analitzat ’orina, per ser la mostra on més frequentment es duen
a terme les determinacions d’estimulants quan s’utilitzen d’altres meétodes. El sistema de deteccio
més emprat ha estat el detector UV-visible amb lampara de fila diodes, que permet obtindre, a més
del cromatograma, I’espectre per aixi poder assegurar que el pic correspon a una substancia pura,
pero quan ha estat possible, com per exemple en el cas de la determinacio del paracetamol, a més
també s’ha utilitzat el detector electroquimic, degut sobretot a I’elevada sensibilitat que

proporciona.

I1.2. Publicacions derivades de la tesi

Antiepiléptics:
- A.Martinavarro, M.E.Capella-Peir6, M.Gil-Agusti, J.V.Marcos-Tomas, Josep Esteve-
Romero, Therapeutic drug monitoring of anticonvulsant drugs by micellar HPLC with

direct injection of serum samples, Clinical Chemistry 48 (2002) 1696-1702.

- Adria Martinavarro-Dominguez, Jos¢ V. Marcos-Tomas, Devasish Bose, Abhilasha

Durgbanshi, Maria-Elisa Capella-Peir6, Mayte Gil-Agusti, Josep Esteve-Romero, Direct
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Injection of Serum Samples for Monitorization of Anticonvulsant Drugs, LabMedica

International, 20/5 (2003) 10-12.

Antiarritmics:

Monitorization of antiarrhythmic drugs by micellar liquid chromatography, Josep Esteve-
Romero, Adria Martinavarro-Dominguez, José V. Marcos-Tomas, Maria-Elisa Capella-
Peird, Devasish Bose, Abhilasha Durgbanshi, Therapeutic Drug Monitoring, acceptada
en el 2005 i pendent de publicacio.

Antidepressius triciclics:

Therapeutic Monitoring of Imipramine and Desipramine by Micellar Liquid
Chromatography with Direct Injection and Electrochemical Detection, Devasish Bose,
Adria Martinavarro-Dominguez, Mayte Gil-Agusti, Samuel Carda-Broch, Abhilasha
Durgbanshi, Maria-Elisa Capella-Peir6, Josep Esteve-Romero, Biomedical

Chromatography, 19 (2005) 343-349.

Amitriptyline and nortriptyline serum determination by micellar liquid chromatography,
Devasish Bose, Adria Martinavarro-Dominguez, Abhilasha Durgbanshi, Samuel Carda-
Broch, Josep Esteve-Romero, Mayte Gil-Agusti, Journal of Pharmacological and
Toxicological Methods, 52 (2005) 323-329.

Analgésics:

Devasish Bose, Abhilasha Durgbanshi, Adria Martinavarro Dominguez, Josep Esteve

Romero, Rapid Determination of acetaminophen in Physiological Fluids by Liquid

Chromatography Using SDS Mobile Phases and Electrochemical Detection, Journal of
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Chromatographic Science, 43 (2005) 313-318.

Broncodilatadors:

Monitorization of Bronchodilators with Direct Injection, Adria Martinavarro-Dominguez,
Devasish Bose, Abhilasha Durgbanshi, Mayte Gil-Agusti, Maria-Elisa Capella-Peiro, Josep
Esteve-Romero, Journal of Chromatography A, 1073 (2005) 309-315.

Farmacs i drogues d'abus:

M. Elisa Capella-Peird, Mayte Gil-Agusti, Adria Martinavarro-Dominguez, Josep Esteve-
Romero, Determination in serum of some barbiturates using MLC with direct injection,

Analytical Biochemistry, 309 (2002) 261-268.

M. Elisa Capella-Peird, Devasish Bose, Adria Martinavarro-Dominguez, Mayte Gil-
Agusti, Josep Esteve-Romero. Direct injection micellar liquid chromatography of

benzodiazepines in serum. Journal Chromatography B, 780 (2002) 241-249.

Mayte Gil-Agusti, M. Elisa Capella-Peiro, Adria Martinavarro-Dominguez, Josep Esteve-
Romero, MLC determination of some banned stimulants in sport with direct injection of

urine, Chromatographia, 57 (1/2) (2003) 51-57.

Simultaneous Determination of three Opiates in Serum by Micellar Liquid
Chromatography using Direct Injection, Maria-Elisa Capella-Peir6, Devasish Bose,
Abhilasha Durgbanshi, Adrian Martinavarro-Dominguez, Mayte Gil-Agusti, Samuel
Carda-Broch, Josep Esteve-Romero, Journal of A.O.A.C. International, 88 (2005) 428-
435.

63



Objectius i desenvolupament de la Tesi Doctoral

64



Capitol III.1

Capitol I11.1

INJECCIO DIRECTA DE MOSTRES DE SERUM EN LA
MONITORITZACIO D'ANTIEPILEPTICS

Resum. Les técniques que permeten la injeccio directa de mostres de serum son: la cromatografia
liquida amb columnes d'extracci6 en fase solida adaptades en linia, la cromatografia de solvatacio,
la injeccid directa en mitjans d'accés restringit, i la cromatografia liquida micel-lar (CLM). Entre
els avantatges que ofereix la CLM estan el maneig de quantitats minimes de mostra, costos i
temps d'analisi reduida, I'augment del rendiment de les mostres amb disminuci6 de les fonts d'error
a causa de la reducci6 del risc de perdudes i canvis quimics en l'analit al restringir el nombre de
passos, 1 a I'is de xicotetes quantitats de modificadors organics, els quals son menys toxics que
altres solvents aquo-organics utilitzats amb altres técniques (metanol o acetonitril). En este treball
descrivim com es pot facilment optimitzar un meétode de CLM usant una estratégia interpretativa
per a la determinacié de drogues antiepiléptiques en mostres de seérum. La fase mobil optima
utilitzada va ser 0,05 M SDS - 7% (v/v) 1-butanol a pH 7, en la qual el temps d’analisi per als tres
antiepileptics va ser < 10 min. Es va estudiar la repetitivitat i reproduibilitat per a quatre
concentracions diferents de les drogues en I’interval terapéutic (n=10); els coeficients de variacid
van ser < 2,1%. El métode es va aplicar a I’analisi de 120 mostres de sérum i els resultats es van

comparar amb els obtinguts pel métode de referéncia immunologic TDx".
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II1.1.1. Introduccio

L'epilépsia es caracteritza per descarregues paroxistiques recurrents de les neurones
cerebrals, la qual cosa causa unes prolongades i repetides convulsions sense arribar a restaurar-se
la conscieéncia normal almenys durant 30 minuts. L’epilépsia és una malaltia comuna, amb una
prevalencia de ~ 0,7-0,8%, i una incidéncia anual de ~ 0,5%o. La prevaléncia als Estats Units
arriba als dos milions de persones. Els antiepiléptics son un grup de drogues que s'utilitzen per a
previndre estos atacs, 1 les més sovint usades son la carbamazepina, el fenobarbital i la fenitoina
[1-3]. A més, recentment s’ha conegut que la carbamazepina és efectiva en el tractament dels
desordres bipolars [4]. Totes elles han mostrat la seua efectivitat en estudis comparatius, iles tres
requereixen monitoritzacio terapéutica en vistes a ajustar la concentraci6é de droga a prescriure

per a cada pacient, evitant d’esta manera efectes secundaris i valorant la submissié del pacient.

L'eficacia terapéutica dels antiepiléptics esta intimament relacionada amb la seua
concentracid en sang i teixits, la qual depén de la dosi, via i freqiiencia d'administracié. En aquells
pacients en qué l'epilépsia va ser completament controlada per almenys un any amb un tractament
amb una sola droga, les concentracions plasmiques (ug mL™") de carbamazepina, fenobarbital i
fenitoina van estar entre 2-20, 2,5-40 1 5-80 , respectivament. En conseqiiéncia, interessen assajos

analitics que siguen simples 1 de confianga per a I'exacta quantificacio d'estes drogues.

S'han desenvolupat diferents procediments per a la determinacié d'antiepiléptics, sent els
més habitualment emprats els metodes cromatografics i els immunoassajos [5]. Respecte dels
primers anomenats s’ha utilitzat la cromatografia liquida d'alta resoluci6 (HPLC) [6, 7] amb
columnes C,; 0 Cq 1 fases mobils amb un o més dissolvents organics, acetonitril [8-10], metanol
[11], diclormeta/n-hexa/metanol/acetonitril [ 12], o n-hexa/etanol/propan-2-ol[13], cromatografia
gasosa (GC) [14-16] o electroforesi capil-lar [17-19]. Una limitacié important dels metodes
cromatografics o electroforctics respecte als immunoassajos [20-23] és la necessitat de realitzar
un tractament de la mostra biologica abans de la injeccid per tal d’eliminar la preseéncia de

proteines i compostos endogens. Les proteines poden precipitar en l'interior del sistema,
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bloquejant-lo. Per esta rad, els métodes aplicats en l'analisi de sérum requereixen del pre-
tractament de la mostra, incloent I'eliminaci6é d'interferents i procediments d'extraccié per als
analits. Esta fase preanalitica consta d'extracci6 liquid-liquid, filtracio, evaporacié a sequedat ire-

dissoluci6 amb metanol, o tambe¢, extraccio en fase solida amb cartutxos C18 [6, 7, 14-19].

Estes determinacions han sigut en gran manera millorades a través del desenvolupament
de tecnologies de HPLC en la forma de fase inversa (RPLC) [24]. No obstant, els assajos en fluids
fisiologics d'antiepiléptics presenten molts problemes: baixes concentracions, la seua uni6 a
proteines plasmiques, 1 una matriu complexa on hi ha nombrosos interferents potencials a causa
de compostos endogens. A pesar d'aix0, el principal problema quan s'usa la HPLC amb suports
de silica-gel son les altes masses moleculars de les proteines que es troben en la sang. Les
proteines tendixen a desnaturalitzar-se i precipitar en el sistema cromatografic (valvules d'injeccio,
tubs o columna principal), produint I'obstrucci6 de I'espai inter-particula i embossant el sistema.
El material proteic perjudicial hi ha de ser sostret de la mostra abans de la seua injeccié en un
sistema de RPLC 1, per esta rao, l'us directe de la RPLC amb fases mobils aquo-organiques

compostes d'aigua i metanol o acetonitril, no és usualment factible.

La gran quantitat de passos a realitzar en el pretractament de la mostra constitueix la
fracci6 principal deltotal del procés bio-analitic. En aquells laboratoris hospitalaris amb abundants
mostres per al seu analisi clinica, acd fa que una gran part del temps siga consumit pre-
analiticament. Esta és la principal ra6 per la qual s'han realitzat molts esforcos en el

desenvolupament de sistemes de HPLC que toleren la injeccid directa de fluids fisiologics.

S'han utilitzat molts enfocaments 1 estratégies per a fer més eficient la preparacié de la
mostra de sang, evitant el pre-tractament d'esta, i realitzant la injeccid directa en el sistema
cromatografic: cromatografia liquida amb columnes d'extraccio en fase solida adaptades en linia,
cromatografia de solvatacio, injecci6 directa en mitjans d'accés restringit, i cromatografia liquida

micel-lar (CLM).
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1I1.1.1.1. Cromatografia liquida amb columnes d'extraccio en fase solida adaptades en linia

Les precolumnes d'extraccio en fase solida (SPE) estan comercialitzades amb els noms de
BioTrap 500 (ChromTech), ADS Precolumn (LiChrolut), Capcell Pak MF (Shiseido CO. Ltd.),
1 estes poden ser facilment adaptades en els meétodes de HPLC, incloent els procediments

d'intercanvi de columnes [25-28].

1I1.1.1.2. Cromatografia de solvatacio

La cromatografia de solvataci6 utilitza columnes de silice 1 fases mobils compostes d'un
modificador organic a una determinada concentracio, la qual cosa produeix la solvatacié completa
de les proteines. Esta técnica permet la injeccié directa de mostres de sérum, ja que l'elucio i
retenci6 de les proteines en RPLC ¢és diferent de les de les molécules més xicotetes [29]. Les
proteines injectades son com retingudes sobre una fase quimicament unida en la connexid
d'entrada de la columna i solvatada pel modificador organic, i quan este aconsegueix cert valor,
les proteines es desapeguen d'esta fase unida, entravessant la columna com un “paquet” sense

interaccionar amb ella [30]. El solvent és isopropanol en concentracions al voltant del 37 a 45%.

1I1.1.1.3. Mitjans d'accés restringit

Els mitjans d'accés restringit son suports porosos de silice caracteritzats per estar formats
d'una superficie externa directament accessible, i de porus interns inicament accessibles a les
xicotetes molecules [31-35]. Este sistema de fase doble permet la separacié d'analits a través d'un
mecanisme d'exclusio per grandaria 1 de particio en fase convencional. En la superficie externa té
lloc una exclusié per grandaria i una interaccié hidrofilica, les quals prevenen que grans bio-
molécules accedisquen a la capa interior, tenint com resultat final la seua elucié6 amb el volum
mort de la columna. D'altra banda, les molécules xicotetes penetren en la capa interior on seran

retingudes 1 separades pel suport hidrofobic subjacent.
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1I1.1.1.4. Cromatografia liquida micel-lar

La CLM permet I'analisi de matrius complexes sense 1'ajuda d'una extraccio previa. D'esta
manera es reduix el cost 1 temps de posada en marxa de I'analisi, augmenta el rendiment de la
mostra, i disminueixen les fonts d'error al minimitzar el risc de perdues i canvis quimics de I'analit,
a causa del reduit nombre de passos a realitzar [36-44]. La CLM ¢s una variant de RP-HPLC en
la qual la fase mobil esta formada per un tensioactiu en una concentracié per damunt de la
concentracid critica micellar. En alguns casos s’afegeix un modificador, com 1-propanol,
1-butanol o 1-pentanol, per a disminuir els factors de retencid i augmentar les eficacies. El
verdader punt de partida de la CLM el van publicar Armstrong i Nome [45], en el qual els autors
utilitzaven un model de particid de tres fases per tal d’explicar la retenci6 dels soluts en una
columna de fase inversa amb fases mobils micel-lars. La CLM ¢és més sofisticada que 1'as de la
RPLC convencional, ja que el nombre d'interaccions dels compostos amb la fase mobil i
estacionaria és molt major. Un exemple d'ago serien les interaccions hidrofobiques en l'interior
lipofilic de les micelles, les interaccions electrostatiques amb la superficie externa de micel-les
anioniques, i semblants interaccions establides en la fase estacionaria modificada per I'absorcio de
monomers de tensioactiu. Finalment, el factor estéric pot ser també important. Els factors a tindre
en compte per al desenvolupament de qualsevol procediment son: la naturalesa i concentracio del
tensioactiu i modificador organic, i el pH de la fase mobil; hi ha altres implicats, encara que no tan

importants, com son la temperatura 1 forca ionica.

I11.1.2. Part experimental

II1.1.2.1. Reactius
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Les drogues utilitzades van ser carbamazepina, fenitoina i fenobarbital (Sigma, St. Louis,
MO, USA). En els estudis d’optimitzaci6é cromatografica, les dissolucions patrons que contenien
cada droga en una concentracié de 20 mg L' van ser preparades dissolent la substancia en
metanol i fent la diluci per a I’analisi amb 0,05 M SDS - 70 ml L' 1-butanol a pH 7. En el
sistema TDx® , es van utilitzar reactius comercials, calibradors i mostres control dels Laboratoris
Abbott. Els reactius utilitzats per a preparar les fases mobils micellars van ser SDS, 1-propanol,
I-butanol, 1-pentanol, hidrogenfosfat dissodic, i HCl (Merck, Darmstadt, Alemanya). Les
dissolucions de les drogues i les fases mobils es van filtrar a través de membranes de Nylon 0,45
pm (12 145 mm de diametre, respectivament, Micron Separations). També es va fer Us d’aigua

destil-lada-desionitzada (Barnstead, Sybron, Boston, MA, USA).

111.1.2.2. Instrumentacio

Es va utilitzar el mateix espectrofotometre, potenciometre i cromatograf de capitols
posteriors (vore Capitol I11.2), aixi com les mateixes condicions cromatografiques. La longitud
d’ona de mesura va ser 220 nm. El senyal es va adquirir amb un ordinador personal connectat al
cromatograf a través d’una estacié de treball de HP. El programa MICHROM es va utilitzar en

el tractament de les dades [46, 47].

Per a la separaci6 analitica es va emprar una columna convencional (250 x 4 mm i.d.)
empaquetada amb RP silica gel (Kromasil C18, tamany de particula 5 pm, Scharlab, Barcelona).
Les mostres de sang sencera, sense anticoagulants, van ser centrifugades en una centrifugadora
Sorvall RC-5B (DuPont Instruments, Wilmington, DE, USA).

II1.1.2.3. Mostres de sang i analisi

Per a I’estudi amb pacients, es va obtindre I’aprovacié del Comité d’Etica de 1’Hospital

Verge dels Lliris d’Alcoi (Alacant). Les mostres de sang van ser donades per pacients epiléptics
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els quals eren tractats amb carbamazepina, fenobarbital, fenitoina o mescles que contenien dos o
tres d’estos antiepileptics. La sang per a la monitoritzacié s’extreia dels pacients en un temps
convenient i es passava a tubs que contenien gel separador (SSTX, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA), els quals eren centrifugats durant 10 min a 3.000 rpm, separant rapidament el
sérum per evitar ’adsorci6 de la fenitoina [48]. Despres de la separacid, les mostres de sérum eren
injectades directament en la fase optima seleccionada 0,05 M SDS - 70 ml L' 1-butanol (pH 7),
1 cromatografiats en una columna C18 a 25°C. Les mostres eren també processades

simultaniament en un sistema automatic TDx" per a comparar els resultats.

I11.1.3. Desenvolupament d'un metode de cromatografia liquida micel-lar

En el desenvolupament d'un procediment de CLM per a la determinaci6 d'antiepiléptics,
inicialment, ha de ser realitzat un estudi preliminar de pH: aixi, per exemple, per als antiepiléptics,
les constants de dissociacié séon 7,0 , 7,4 1 8,3 per a la carbamazepina, el fenobarbital i la
fenitoina, respectivament [49], i estos valors poden incrementar-se en una o dues unitats quan es
troben en mitjans micel-lars de dodecil sulfat sodic (SDS). Per esta rad, en mitjans tamponats a
pH 7 o inferiors, estes substancies haurien d'estar carregades positivament i interactuar amb les
micel'les de SDS carregades negativament [42]. Altres factors igualment implicats en la retencio
d'estos compostos [37] son el tipus de columna, i la naturalesa del tensioactiu i modificador

organic. Per una altra banda, els valors de log P

o/w

per als antiepiléptics son 2,47 ,2,4511,47 , per
a la fenitoina, carbamazepina i fenobarbital, respectivament [49]. Estos valors indiquen que estes
substancies son moderadament polars i es pot esperar I’ordre d’elucié en CLM del fenobarbital

seguit per la carbamazepina o fenitoina.

Els tres antiepiléptics estudiats tenen estructures diferents, per tant, també tenen espectres
diferents. Les longituds d’ona maxima eren 280 nm per a la carbamazepina i 240 nm per al
fenobarbital i la fenitoina. Tots els estudis d’optimitzacid van ser realitzats a estes longituds d’ona,

pero els analisis de les mescles es van dur a terme a 220 nm per a millorar el senyal. Es va
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comprovar que a aquesta longitud d’ona no interferia cap altre compost del serum. A 220 nm, la
sensibilitat relativa respecte al maxim principal per a cada substancia augmenta en un factor

d’1,5-2.

L'optimitzacio de la composicio de la fase mobil per a la separacié de mescles complexes
implica a dos o més factors, a partir d'un criteri de total resolucio en un temps d'analisi apropiada,
1 pot ser millorat servint-se de tres estratégies diferents: assaig i error, seqiiencialment o
interpretativament. L'estratégia d'assaig-error normalment fracassa a l'intentar realitzar bones
separacions, excepte per a temps d'analisi molt llargs, 1 viceversa. L'estratégia seqiiencial, la qual
té en compte els resultats obtinguts préviament, és inadequada quan hi ha diverses resolucions
optimes molt proximes entre si, que €s el que ocorre sovint en la RPLC. L'estratégia interpretativa
calcula 1 dissenya els experiments abans del desenvolupament de I'optimitzacid, usant el conjunt
d'informacié generada per a ajustar equacions, les quals son empleades per a predir les condicions
d'una separacid optima. D'esta manera, esta estrategia és més fidedigna i eficient, a més de
requerir molt pocs experiments. Les condicions requerides son: l'exacta descripcio del

comportament de retencio, 1 el perfil i forma per a tots els compostos eluits.

1I1.1.3.1. Modelitzacio del comportament de retencio en la CLM

Per a aplicar l'estratégia interpretativa d'optimitzacid, el principal requeriment per a
aconseguir uns resultats fidedignes és I'exacta descripcid del comportament de retencio. Esta
descripci6 pot ser realitzada per mitja de models empirics [36] o mecanistics (Taula II1.1.1). Els
models empirics estan representats per les equacions 1 a 5. Les equacions 1 12 son adequades per
a fases mobils binaries de SDS i donen resultats precisos només en determinats rangs limitats de
dissolvent organic. Les equacions 3 a 5 tenen en consideracid, a més, el factor espai per al
tensioactiu i el dissolvent organic. Els models logaritmics rendeixen normalment resultats gaires
pobres, i d'altra banda, en la CLM la relaci6 entre la retencio i la composicio de la fase mobil és
hiperbolica. Per esta rad, la transformacioé de log k per 1/k s'utilitza per a compostos polars i

moderadament polars (equacio 4), o per a molt hidrofobics (equacid 5). Els parametres de les
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equacions 4 15 haurien d'obtindre's per ajust de dades en dissenys experimentals amb almenys cinc
o sis fases mobils, respectivament. La prediccié dels errors obtinguts amb el model més adequat
i el seu corresponent disseny experimental estan generalment per davall del 3-4%. Els models
mecanistics (equacions 6 a 10) estan basats en l'equacio classica (equacio 6) proposada per a fases
mobils micel'lars amb fraccions de volum fixes de modificador organic. Les equacions 7 a 10
introdueixen el concepte d'interaccio entre solut i massa d'aigua, micel-la, fase estacionaria, etc...
L'equacido 9 és adequada per a la determinacié d'analits molt hidrofobics. Després de la
modelitzacié amb les equacions aci descrites, 'optimitzacié de les mescles de compostos es genera
per mesura de les fraccions superposades de cada pic cromatografic, combinant estos valors per

a obtindre la resolucid.

1I1.1.3.2. Seleccio del tipus de tensioactiu i modificador organic

El comportament usual que s'observa en la CLM amb SDS a l'augmentar la seua
concentracidé ¢és la disminucio d'eficacies. En contraposicio, les eficacies s'incrementen a
l'augmentar la concentracio del modificador. Els valors d'eficacia normalment obtinguts amb la
CLM estan al voltant de N=1.000-3.000, pero en algunes ocasions poden aconseguir-se fins als
5.000 [40]. Els parametres cromatografics (factors de capacitat, eficacies 1 factors d'asimetria)
dels antiepileptics van ser obtinguts en fases mobils que contenien SDS (M): 0,05, 0,10, 0,15;
SDS (M) — 1-propanol (%, v/v): 0,05-2,5 , 0,05-12,5,0,1-7,5,0,15-2,510,15-12,5 ; SDS (M)
— 1-butanol (%, v/v): 0,05-2, 0,05-10, 0,1-6 , 0,15-210,15-10 ; i SDS (M) — 1-pentanol (%,
v/v): 0,05-2 , 0,05-6 , 0,1-4 , 0,15-2 1 0,15-6. A l'introduir estos parametres cromatografics
(factors de capacitat, eficacies i factors d'asimetria) en I'equacié 5, es poden calcular les constants
Cy» C;» Cy €5 1 ¢ Després d'ago, l'equacio ja pot ser usada per a predir el comportament
cromatografic en qualsevol fase mobil del disseny experimental. Aprofitant esta capacitat, vam
triar el 1-butanol com a modificador 1 la fase mobil optima seleccionada va ser 0,05 M SDS - 7%
(v/v) 1-butanol, basant-se en el criteri de maxima resolucio (R =0,997) i adequat temps d'analisi
(menys de 10 min). El temps de retenci6 de les substancies en una fase mobil pura micel-lar sense

alcohol (0,05-0,15 M SDS) era excessiu, 72 0 47 min per a la fenitoina en 0,051 0,15 M SDS,
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respectivament, degut a la forta associacid d’estos compostos amb la cadena alquilica
no-modificada de la fase estacionaria. Aixi, va ser necessari I’is d’una fase micel-lar hibrida amb
un modificador per a reduir la retenci6. Per a la fase mobil 0,05 M SDS més 25 ml L™ 1-propanol,
el temps de retencié maxim va ser de 50 min; 20 min en la composicié de 0,15 M SDS més 125
ml L' 1-propanol. D’altra banda, I’is de 1-pentanol, provocava el solapament de les tres

substancies. Per aquesta rao, es va seleccionar com a modificador 1-butanol.

El model utilitzat va ser I’equacié 5 (Taula III.1.1) 1 els coeficients d’ajust per a cada

droga es mostren en la Taula II1.1.2.
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Taula III.1.1. Models utilitzats en la modelitzacio en cromatografia liquida micel lar

Models empirics * Eq. | Models mecanistics " Eq.
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“ k és el factor de retencio; /M] és la concentracid del surfactant que forma micel-les (total menys la cmc);
¢ és volum de disolvent organic; c,, ¢, , c,, 5, ¢,; sOn coeficients d'ajust.

» K ¢ és el coeficient de repartiment del solut (A) en la fase estacionaria (S); K ,,, en les micel-les; K, 1 K,,,,
mesuren la variacio relativa de S en la fase aquosa i en les micel-les, respectivament, en preséncia de
modificador y prenent la fase micel-lar pura com a referéncia; K ,,,, correspon a una equacio de variaciod
hiperbolico-quadratica en K, 1 K,,, amb @; K, 5, K;y410> Kiap» 1 Kipsp cOrrespon a les espécies acides; [H]
és la concentracio6 de protons; K, és la constant de protonacid corregida; k, i k,;, son els factors de retencio
de les espécies acida i basica, respectivament; i K, ® és la constant aparent de protonacio.
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Taula II1.1.2. Coeficients de ’Equacio S utilitzats per a predir el comportament

cromatografic dels antiepileptics

Compostos (W ¢ c, C; Cyy
Carbamazepina 344 1315 2098 1067 1189
Fenobarbital 419 1224 2268 9839 84
Fenitoina 283 825 1756 9079 3233

L’optimitzaci6 de la resoluci6 de les mescles dels tres antiepileptics utilitzant el métode
de la variaci6 seqiiencial de la composicio de la fase mobil és dificultoés degut als canvis de I’ordre
d’eluci6 dels antiepiléptics. Pero, la prediccio de la retenci6 feta d’acord amb I’Eq. 5 de la Taula
III.1.1, va permetre aplicar un metode interpretatiu per a predir la resolucié optima, seguint un

criteri que utilitza la relacié entre els valls dels pics [50].

X
_ n-1 i,i+l
F= H i=1 ¥

n-1 Eq. IIL.1.1

onX;,,,=1-(h,/h,),h, ésIaltura de la vall entre dos pics adjacents 1 h, és I’altura interpolada
entre el maxim dels dos pics mesurats a ’abcissa de la vall. La funcio global de resolucio, 7, pot
variar entre 01 1, i el valor proxim a 1 ens indica la completa realitzacio de la separaci6. La funcio

es va maximitzar per obtindre la fase mobil optima.

La incorporaci6 de la forma del pic cromatografic en el procés d’optimitzacié va millorar
els resultats. La simulacio fiable de la forma del pic per a qualsevol fase mobil es va dur a terme
amb una funci6é Gaussiana asimetrica on la desviacio estandard és una funcio polinomial de primer

grau [51, 52]:
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t -t
R Eq. I11.1.2

1
h(t) = H exp|-—
() P 20 s, + s(2 - tg)

on H it, son I’altura i el temps del maxim del pic, respectivament; s, €s la desviacid estandard
d’un pic Gaussia simetric que descriu la regio central del pic experimental; is, és un coeficient que
quantifica la distorsio del pic. Els coeficients s, i s, informen de I’eficacia i el factor d’asimetria.
Estos parametres son interpolats de les dades obtingudes en les tres fases mobils experimentals
juntes de la fase mobil simulada. L’error global relatiu en la prediccio dels factors de capacitat per

als tres antiepileptics és 1,9%.

La Figura III.1.1a mostra el diagrama de resolucié obtingut usant l'equacio 5 (Taula
III.1.1) per als tres antiepiléptics. Elmillor valor de resoluci6 es va obtindre per a una composicio
de 0,05 M SDS - 20 ml L™ 1-butanol (» = 0,999) amb un temps d’analisi de 18 min. La Fig. I1I.1.1
també mostra com els valors de resolucio proxims a la unitat (maxim valor) s’obtenen utilitzant
fases mobils que continguen en un rang de concentracions de 0,05-0,11 M SDS i 10-70 ml L™

1-butanol.

La Figura III.1.1b mostra el cromatograma que apareix en una regio de pobra resolucio
(r=10,001), i la Figura III.1.1c el que s'observa en una regi6 de bona resolucio (» = 0,985) pero
amb temps d'analisi molt alts. Finalment, la Figura III.1.1d mostra com amb la fase mobil optima
seleccionada la resolucio (» = 0,996) i temps d'analisi (< 10 min) s6n ambdds bons. En esta fase
mobil, els factors de capacitat vanser 3,8, 5,719,2 per al fenobarbital, carbamazepina 1 fenitoina,

respectivament.
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AT ] E.mn

Figura II1.1.1. Dependéncia de la resolucio segons la concentracio de SDS i 1-butanol
(a), i cromatogrames dels antiepiléptics mostrant una pobra resolucié en una fase mobil
0,12 M SDS - 1% (v/v) 1-butanol - pH 7 (b), una bona resolucié pero un elevat temps
d'analisi 0,05 M SDS - 4% (v/v) 1-butanol - pH 7 (¢), i bona resolucio6 i adequat temps
d'analisi 0,1 M SDS - 4% (v/v) 1-butanol - pH 7 (d). Les substancies son el fenobarbital

(1), la carbamazepina (2) i la fenitoina (3)
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1I1.1.4. Validacio del meétode

Després del desenvolupament d'un nou procediment micel-lar per a la determinacio de
drogues en sérum, s'han de determinar altres parametres com ara les grafiques de calibratge, els
limits de detecci6 (LODs), i la imprecisio intra i inter-dia. Generalment, les grafiques de calibratge
es construeixen injectant per triplicat cinc solucions de les drogues, a concentracions creixents al
voltant dels seus rangs terapéutics: 8-12, 15-40 i 10-20 mg L' per a la carbamazepina, el
fenobarbital 1 la fenitoina, respectivament. D'esta manera, en el cas dels antiepileptics, les corbes
de calibratge es van obtindre mesurant l'area dels pics de cada droga eluits amb la fase mobil
micel-lar Optima: area = 0,812 + 63,27 * [carbamazepina], area = 0,647 + 15,77 * [fenobarbital]

iarea = 0,035 £ 90,2 * [fenitoina]. Tots els coeficients de regressio lineal van ser > 0,999.

Els LODs es van calcular utilitzant el criteri 3s, que correspon a un senyal igual a 3
vegades la desviaci6 estandard del soroll de fons d'esta, i van estar molt per davall d'aquells
requerits per a la monitoritzacio d'antiepiléptics: 10, 50 i 10 ng ml" per a la carbamazepina,
fenobarbital i fenitoina, respectivament. Estos limits eren similars als que es van obtindre amb el

metode TDx.

La imprecisio intra-assaig (mitja de deu resultats realitzats el mateix dia) i inter-assaig
(mitja dels deu resultats de repetibilitat realitzats en 10 dies durant un periode de tres mesos, amb
diferents analistes, equipament, etc.) d’acord amb la ICH Harmonised Tripartite Guideline [53],

per a tres concentracions diferents de les drogues dins dels seus rangs terapeutics, calculades com

a coeficient de variacid, van ser sempre menors del 2%.

I11.1.5. Analisi d’antiepiléptics en mostres de sérum

Quan el serum s’injecta directament en el sistema cromatografic, la banda ampla al
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comencament del cromatograma deguda a les proteines i els pics produits pels compostos
endogens a diversos temps de retencid, poden afectar seriosament a la deteccié de les drogues
menys reteses. Quan la concentraci6 €s apropiada, es pot fer una diluci6 de la mostra de serum
abans de la injeccio que reduira I’amplaria de la banda de les proteines. Aixi, la injeccid d’un gran
nombre de mostres de sérum pot acurtar la vida de la columna, o pot requerir una regeneracio de
la fase mobil més freqiient per tal d’evitar canvis en els temps de retencid per 1’absorci6 de la
matriu. Aix0 també fa que siga aconsellable la injeccid de mostres diluides. Per tant, es va fer
I’analisi després de la dilucié de les mostres amb una dissolucié que contenia 9 g L™ de NaCl
(soluci6 salina fisiologica). La sensibilitat dels antiepileptics, després d’una diluci6 1/10 (1 ml de
mostra + 9 ml de dissoluci6 salina) va ser adequada per a la seua detecci6 en sérum. No es varen
observar canvis en els temps de retenci6 després d’haver fet almenys 250 injeccions consecutives

de sérum en la columna C18.

Per a demostrar la utilitat d’aquest metode, es van addicionar quantitats conegudes
d’antiepiléptics a quatre concentracions diferents en I'interval terapeutic per a cada droga en
mostres de serum blanc, el qual va ser proporcionat pel Servei Analitic de I’'Hospital Verge dels

Lliris. Les recuperacions van ser satisfactories i properes al 100%.

1I1.1.5.1. Métode de referéncia

Els resultats obtinguts pel mé¢tode CLM es van comparar amb els resultats obtinguts amb
el metode TDx. Els dos metodes van ser aplicats a les mostres de sérum proporcionades per
I’Hospital Verge dels Lliris. Les concentracions en sérum dels tres antiepiléptics obtinguts pels
dos metodes (n = 40) mostraven una bona correlacid, segons indica el valor del coeficient de
correlacio de les regressions lineals (CLM = 0,958 * TDx - 0,916; CLM = 1,063 * TDx - 5,176;
1CLM = 0,892 * TDx - 1,105; per a la carbamazepina, fenobarbital i fenitoina, respectivament)
on en tots els casos €s superior a 0,92. El métode CLM proporcionava resultats per a les tres
drogues sensiblement menors als obtinguts mitjangant el métode TDx. Pero, no n’hi havia una

diferéncia substancial entre els dos metodes en el sentit practic de la monitoritzaci6 clinica de les
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drogues.

1I1.1.6. Conclusions

La cromatografia liquida micel-lar tolera la injecci6 directa de mostres de seérum, a més
de permetre la manipulacid de mostres minimes rebaixant el cost i temps d'analisi, incrementant
el rendiment, i disminuint les fonts d'error a causa de la reducci6 del risc de perdues i canvis
quimics dels analits, tot aix0 amb un xicotet nombre de passos. Ac¢o fa que es milloren els limits
de deteccio, l'exactitud i la precisio de les determinacions. Un altre avantatge que oferix és la
baixa quantitat de mostra demandada per la teécnica, que sol ser d'uns pocs microlitres. En les
analisis de sang, per exemple, una mostra obtinguda per puncié en un dit és ja suficient, fet
destacat i important quant a aplicacions pediatriques es referix. Generalment, els procediments
proposats usant fases mobils micel-lars amb la HPLC, es beneficien d'utilitzar xicotetes quantitats
d'un modificador organic. Addicionalment, el 1-butanol i 1-pentanol utilitzats son menys toxics
que el metanol 1 acetonitril empleats amb la HPLC convencional, a més de ser retinguts en la
solucio micel-lar de SDS reduint el risc d'evaporacio. Finalment, el métode aci descrit pot ser
aplicat a la determinaci6 d’un, o combinacions de dos o tres antiepiléptics en mostres de serum,
amb temps d’analisis inferiors a 10 min, obtenint uns bons limits de deteccio i similars als que

s’obtenen pel métode TDx, sense la necessitat de realitzar cap pre-tractament previ.
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Capitol I11.2

MONITORITZACIO D'ANTIARRITMICS

Resum. En aquest capitol s’ha desenvolupat un metode que fa Us de la cromatografia liquida
micel-lar (CLM) i d’una columna C18 per a I’identificacio i determinacié dels cinc antiarritmics
més sovint monitoritzats en mostres de sérum: procainamida i el seu metabolit N-acetil
procainamida (NAPA), disopiramida, lidocaina i quinidina. Després d’utilitzar una estratégia
interpretativa d’optimitzacio, la fase mobil seleccionada per a I’identificaci6 dels cinc antiarritmics
esta composada per SDS 85 mM - 3% (v/v) 1-pentanol - pH 7 amb deteccio UV a 214 nm, i un
flux variable d'l mL min™' fins als 7,2 min que després augmenta a 2,5 mL min™ fins als 13 min.
Per altra banda, en la determinaci6 (monitoritzacio-quantificacid) dels antiarritmics s’utilitza un
flux constant d'1 mL min™' i dos fases mobils diferents: la primera, amb una composicidé de SDS
50 mM - 1% (v/v) 1-butanol - pH 7 1 deteccid a 280 nm, ¢és utilitzada per a la monitoritzacié de
laprocainamidaiel NAPA, ila segona, amb una composicié de SDS 150 mM - 7%(v/v) 1-butanol
-pH 7 ideteccid a 214 nm servix per a la monitoritzacié de la disopiramida, lidocaina i quinidina.
El métode de CLLM aci desenvolupat permet I’injeccio directa de les mostres de sérum, sense cap
altre pretractament que la centrifugacio i diluci6. Els calibrats son linials (r > 0,999) ila precisié
intra 1 inter-dia és inferior a 3,9 (CV, %). Quan el me¢tode s’aplica a mostres de s€rum en les que
s’adicionat I’antiarritmic (n = 10) la recuperacio va estar al voltant del 100% 1 aplicats a mostres
de seérum reals, els resultats obtesos van ser similars als que s’obtenen mitjangant un métode

immunologic de referéncia.
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1I1.2.1. Introduccio

Una arritmia cardiaca és una pérdua del ritme en el batec del cor, i pot estar causada per
I’inhibici6 de I'impuls /o per anormalitats en la conduccid. Entre les causes d'arritmia s'inclouen
la fallida cardiaca, isquémia, anormalitats metaboliques 1 'administracié de certes drogues. Els
antiarritmics s'usen per a tractar les arritmies, aixi com per a previndre les recurréncies, is’han de
monitoritzar per la similitud en la resposta del pacient a concentracions subterapeutiques i
toxiques, pel seu estret index terapeutic, i per la necessitat de verificar el compliment posologic
[1]. Les drogues antiarritmiques (Figura III.2.1) més ampliament monitoritzades son la
disopiramida, quinidina i procainamida, totes elles pertanyents a la classe IA de Vaughan Williams
[2], posteriorment modificada per Harrison [3], la lidocaina que pertany a la classe IB i la N-
acetil-Procainamida (NAPA), principal metabolit actiu de la procainamida (que també s’utilitza)
1 que s'engloba dins de la classe III. Entre altres indicacions aquestes drogues s'utilitzen, segons

el cas, per a tractar tant les arritmies auriculars com les ventriculars [4].

o ‘C"O Et;NCH;,
4 @ ‘C—NH  CH
(PN CHACH; !
o HyC
e
Disopiramida Lidocaina
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o CHs
HoH Et Bt y
b HH

Procainamida

Quinidina

Figura I11.2.1. Estructura dels antiarritmics
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Aquestes drogues poden ser quantificades usant immunoassajos i cromatografia liquida
d'alta resolucio en fase reversa (RP-HPLC) [1] amb columnes C18, C8 o ciano, i fases mobils amb
un o més dissolvents organics: metanol/acid acetic/trietilamina [5], acetonitril/trietilamina [6-8],
acetonitril/metanol [9], acetonitril [10-13], acetonitril/acid acéetic/N-butilamina [14] i

tetrahidrofura [15].

Una important limitacio de la RP-HPLC respecte als immunoassajos €s la necessitat del
pre-tractament analitic de la mostra biologica abans de la seua injeccio [5-25], incloent passos
com ara precipitaci6 de proteines, extraccio liquid-liquid o en fase solida sobre moduls o cartutxos
d'usar i tirar, reextraccid, i evaporacio abans de la seua injeccio en el sistema cromatografic, etc.,

que consumeixen temps, son cars 1 introduixen fonts addicionals d'error.

La cromatografia liquida micel-lar (CLM) és una variant de la RP-HPLC en la qual la fase
mobil esta composada d'un tensioactiu a una concentracié superior a la concentracié micel-lar
critica. En alguns casos un modificador, tal com propanol, butanol o pentanol, s'agrega per a
disminuir els factors de retencio i augmentar les eficacies. El vertader punt de partida de la CLM
comenga amb els estudis realitzats per Armstrong i Nome [26], on la retencié de soluts en una
columna de fase reversa amb fases mobils micel-lars va ser explicada a través d'un model de
particio trifasic. Molts dels treballs duts a terme des de llavors han assenyalat el millor
comportament de les interaccions dels soluts dins de la columna cromatografica. Moltes variables
experimentals (tipus i1 concentracid de tensioactiu 1 modificador organic, pH, forca ionica i
temperatura) poden ser alterades per a millorar el control de la retencié de soluts i1 incrementar
l'eficacia dels seus pics cromatografics. Recentment, la teoria de particié en CLM s'ha ampliat per

a incloure l'efecte de modificadors organics i de l'equilibri acid-base sobre la retencio [27-31].

Amb I’ts de fases mobils micel-lars es possible predir exactament la retencioé de qualsevol
solut, amb un model que pot també ser usat per a optimitzar la separacié de mescles de soluts
[32,33]. Durant aquests ultims anys, la CLM ha provat ser una técnica util en I'analisi de diversos

grups de substancies en preparacions farmacéutiques, com ara benzodiazepines, diiirétics,
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esteroids o fenetilamines [34-37], i en mostres de seérum [16-18] i orina [19].

Un dels principals avantatges de la CLM ¢és la possibilitat de determinar drogues en fluids
fisiologics sense la necessitat d'extraure préviament les proteines presents en les mostres de sérum.
Per tant, les drogues poden distribuir-se lliurement sobre la fase estacionaria mentres les proteines,
en compte de precipitar dins de la columna, elueixen amb o lleugerament després del front de la
fase mobil. L'ds de tensioactius, amb injeccid directa de la mostra, és també molt menys complexa
que amb els procediments de commutacié de columnes, les quals requerixen instrumentacio
addicional (precolumnes, commutaci6 de valvules i bombes del cromatograf), aixi com exactitud
1 precisio del temps de commutacié de la valvula [38]. Comparat amb altres solvents, les fases
mobils micel-lars son menys inflamables, barates, de menor toxicitat, biodegradables i poden co-

solubilitzar analits hidrofobics 1 hidrofilics d'una matriu complexa com el sérum sanguini.

Fins on arriba el nostre coneixement, no hi ha cap altre article que descriga la determinacié
per CLM d'antiarritmics en serum amb injeccio directa. Es per aixo que I’objectiu d’aquest treball
ha sigut comprovar el comportament cromatografic dels cinc antiarritmics amb la intencié de
proposar un procediment rapid i al mateix temps simple per a la determinaci6 d'aquests compostos

sense desproteinitzacio preévia de la mostra.

I11.2.2. Part experimental

II1.2.2.1. Material i meétodes

Les substancies usades en aquest treball son la disopiramida, la lidocaina, la quinidina la
procainamida i la N-acetil procainamida o NAPA (Sigma-Aldrich Gmbh P.O., Steinheim,
Germany). En els estudis d'optimitzacié cromatografica es van preparar solucions estoc contenint

20 mg L' de cada droga, per dissolucid de la substancia en metanol, i després van ser

92



Capitol II1.2

apropiadament diluides per a l'analisi amb soluci6 salina 0,9% NaCl (p/v), a fi de mantindre la
forga ionica de les solucions idéntiques a les de les mostres de serum. Per altra banda, els reactius
usats per a preparar les fases mobils micel-lars van ser el dodecil sulfat sodic (99% de puresa), 1-
propanol, 1-butanol, 1-pentanol, monohidrogenfosfat dissodic 1 acid clorhidric (Merck,

Darmstadt, Germany).

Les solucions de drogues i les fases mobils van ser filtrades a través de membranes de
Nylon amb un diametre de grandaria de porus de 0,45 pm (12 i 45 mm de diametre,
respectivament, Micron Separations, Westboro, MA, USA), respectivament. Aigua destil-lada-

desionitzada (Barnstead, Sybron, Boston, MA, USA) va ser usada en tots els processos anteriors.

111.2.2.2. Instrumentacio

El cromatograf utilitzat en les fases d’optimitzaci6 i validaci6é del métode és de la marca
Agilent, model HP 1100 (Palo Alto, CA, USA) i esta equipat amb una bomba quaternaria, un
autoinjector ajustat amb una valvula Rheodyne (Fitatu, CA, USA), iun detector UV-visible (rang
190-700 nm). El flux, volum d'injecci6 i longitud d'ona de deteccié van ser 1 mL min"' (en
I’identificaci6 i analisi) canviant a 2,5 mL min™' (sols en I’identificacio), 20 pL 1214 nm (per a la

disopiramida, lidocaina i quinidina) i 280 nm (per a la procainamida 1 NAPA), respectivament.

Per a les determinacions, una columna analitica convencional, de 250 x 4,6 mm i.d., va ser
empaquetada amb fase reversa de silica gel (Kromasil C18, grandaria de particula 5 pm, Scharlab,
Barcelona). El senyal es va adquirir amb un ordinador connectat al cromatograf a través d'una
estacio de treball d’Hewlett Packard. El programa Michrom [22, 23] es va utilitzar per al

tractament de dades.
Per a I’obtencio dels espectres i la mesura del pH es van emprar un espectrofotometre

Perkin Elmer Lambda 19 (Norwalk, CT, USA), 1 un potenciometre Crison GLP 22 (Barcelona)

equipat amb un eléctrode combinat Ag/AgCl/vidre. Les mostres de sang completa, sense
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anticoagulants, es van centrifugar amb una centrifuga Sorvall RC-5B de DuPont Instruments

(Wilmington, DE, USA).

111.2.2.3. Métode proposat

Les mostres de sang utilitzades per a obtindre el serum, el qual es va destinar per a
realitzar els estudis de recuperacid i de variacions inter i intra-diaries de les drogues
antiarritmiques, van ser obtingudes de voluntaris sans previ consentiment informat. Després, les
mostres de sérum addicionades del corresponent antiaritmic van ser directament injectades i
cromatografiades en les fases mobils seleccionades: SDS 85 mM - 3% (v/v) pentanol - pH 7 per
a I’identificacié dels antiarritmics; 1 SDS 50 mM - 1% (v/v) butanol - pH 7 amb detecci6 a 280
nm, utilitzada per a la monitoritzaci6 de la procainamida i el NAPA, i la segona, amb una
composicio de SDS 150 mM - 7%(v/v) butanol - pH 7 amb deteccio a 214 nm que servix per a
la monitoritzacid6 de la disopiramida, lidocaina i quinidina. La columna va ser una CI18

termostatitzada a 25°C.

II1.2.3. Resultats i discussio

1I1.2.3.1. Influéncia de la longitud d’ona, pKa i log P,,,

Els espectres d'absorcidé molecular, excepte per a la procainamida i NAPA, son diferents
per a tots els antiarritmics estudiats, ja que les seues estructures també ho son. Les longituds d'ona
maximes per a la disopiramida, lidocaina, quinidina, procainamida i NAPA van ser 263,210, 214,
1 280 nm, respectivament. Aquestes longituds d'ona van ser les utilitzades per als assajos
d'optimitzacio i posterior determinacio, excepte per a la disopiramida i lidocaina on es va utilitzar

per als assajos d’optimitzacio la longitud d'ona maxima d'absorcio de la quinidina. Per altra banda,
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també es va comprovar que cap altra substancia del sérum interferia. Finalment, a 214 nm,
l'increment de la sensibilitat relativa en el cas de la lidocaina va ser menyspreable, pero en el cas

de la disopiramida es va multiplicar per 2.

El pKa dels antiarritmics assajats va ser, 10,4/8,4 , 7,86 , 8,6/4 19,23 (Taula I11.2.1) per
a la disopiramida, lidocaina, quinidina i procainamida, respectivament [20, 21]. S'ha de tindre en
compte que en mitjans micel lars formats a partir de SDS, aquests valors augmenten entre 1 12
unitats, per la qual cosa aquestes substancies estaran carregades positivament a pH 7 o inferior,

les quals interactuaran amb les micel-les de SDS, negativament carregades.

D'altra banda, la Taula II1.2.1 mostra que el coeficient de repartiment octanol/aigua (log
P, ) per als antiarritmics van ser, 1,35, 1,98 ,3,211,11 per a la disopiramida, lidocaina quinidina
1 procainamida, respectivament [21]. A¢o fa que aquests antiarritmics siguen substancies
moderadament apolars, 1 permet pressuposar un ordre d'eluci6 en CLM de menor a major

retencio: procainamida /o NAPA, disopiramida, lidocaina i quinidina.

Taula I11.2.1. Dades de pKa i log P,,,

dels antiarritmics estudiats

Antiarritmics pKa log P,,,
Procainamida 9,23 1,11
NAPA - -
Disopiramida 10,4/ 8,4 1,35
Quinidina 8,6/4 3,2
Lidocaina 7,86 1,98

111.2.3.2. Estratégia d’optimitzacio

AThorade dur aterme el procés d’optimitzacid, sota el critéri de maxima resolucidé-minim

temps d’analisi-millors parametres cromatografics, es van dur a terme les segiients consideracions:
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en primer lloc, es va mirar de trobar una Unica fase mobil tant per a I’identificacié com per a la
quantificacié dels cinc antiarritmics, perd ago no va estar possible, com veurem més endavant; en
segon lloc, es va estudiar la possibilitat d’utilitzar el menor nombre de fases mobils possibles. El
plantejament d’aquestes dos possibilitats esta facilitada per la capacitat de la CLM de predir la

retenci6 dels compostos utilitzant models matematics senzills [33].

Els cinc antiarritmics considerats en aquest capitol, es van injectar en fases mobils que
contenien SDS/1-pentanol (50/2, 50/6, 100/4, 150/2, 150/6), SDS/1-butanol (50/1, 50/7, 100/4,
150/1, 150/7), SDS/1-propanol (50/2.5, 50/12.5, 100/7.5, 150/2.5, 150/12.5), i SDS (fase
micel-lar pura 150, 100 i 50) en concentracions mM 1 % (v/v), respectivament. Totes aquestes
solucions estaven tamponades amb monohidrogenfosfat dissodic a pH 7. Dels pics obtesos per
als antiarritimcs en aquestes fases mobils, es van mesurar i obtenir els factors de retencio (k), les
eficacies (V, d'acord amb Foley i Dorsey [42]) i els factors d'asimetria (B/A4, 6n B 1 A es defineixen
com la distancia entre el centre i el tram de corba posterior, i el centre i el tram de corba anterior

del pic cromatografic, respectivament, mesurats al 10% de l'altura del pic).

Els models que van donar menys error, ¢és a dir, menor diferéncia entre el cromatograma
predit i ’experimental, van ser els mostrats en les equacions II1.2.1 1 II1.2.2, 1 que van resultar
utils per determinar la composici6 de les fases mobils a utilitzar en I’identificaci6 1 quantificacio

dels antiarritimics, respectivament.
loghk=c,+ c, [M] + c, [A] + c,, [M][A] + c,, [A]’ Eq. II1.2.1

1 + Ko 0

k= T 1Ko Eq. 11.2.2
1 1+ Kpno

+ K, ———— [M]

1+ Kp0

En les equacions II1.2.1 1 I11.2.2, k és el factor de retencio; M 14 son les concentracions

de tensioactiu i modificador (alcohol), respectivament; ¢, , c,, ¢,, ¢,, i c¢,, son coeficients d'ajust;
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K,s1K,,, corresponen a les constants d'equilibri entre el solut en aigua i la fase estacionaria o la
micel la, respectivament; i K, K, 1K,,, mesuren la variacio relativa en la concentraci6 del solut
en la fase estacionaria, aigua i micel-la, respectivament, a causa de la presencia de l'alcohol, en

comparacié amb la solucié micel-lar pura (sense modificador).

Aquestes equacions van ser ajustades per regressio no lineal segons el métode de Powell
[41], fent Us de les dades de retencid obtingudes en les diferents injeccions de les solucions
d'antiarritmics. Les Taules I11.2.2 1 I11.2.3 mostren els parametres obtesos després de I’ajust a les

Equacions 1 12 per a cada droga quan es va usar el pentanol i butanol, respectivament

Taula II1.2.2. Coeficients de 'Equacio 1 usats per a predir
el comportament dels antiarritmics amb la fase mobil optima

per al screening (SDS + 1-pentanol)

Antiarritmics ¢ (W ¢, Cpy C,y
Procainamida 2,27 -10,05 -16,38 67,09 72,53
N-acetil procainamida 2,04 -11,97 -8,08 59,63 79,11
Disopiramida 3,11 -8,57 -39,21 18,76 356,28
Quinidina 445  -6,51 -44,74 -29,67 396,05
Lidocaina 4,14  -9,71 -40,97 82,16 179,32

Taula I11.2.3. Coeficients de I'Equacio 2 usats per a predir
el comportament dels antiarritmics amb la fase mobil optima

corresponent per a la monitoritzacio (SDS + 1-butanol)

Antiarritmics K¢ K, K, K, K,
Procainamida 38,55 30,18 61,34 19,48 495
N-acetil procainamida 19,63 26,33 44,23 37,46 4,67
Disopiramida 69,71 8,39 315,63 33,07 8,35
Quinidina 422,73 25,53 102,97 18,9 1,22
Lidocaina 355,49 73,25 38,11 11,38 1,18
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A continuaci6 es va aplicar un sistema interpretatiu per a pronosticar la resolucio optima,

seguint un criteri que utilitza les relacions vall-pic cromatografics (Equaci6 111.2.3) [30]:

_ n-1 i,i+]
F = H i=1

x |\t Eq. I11.2.3

n-1

onlX,,,, =1—(h,/h,), h, éslaltura entre les valls de 2 pics adjacents 1 h, és l'altura interpolada
entre la maxima dels pics mesurats en l'abcissa dels seus valls. La funci6 global de resoluci6 » varia
des de 0 a 1, 1la proximitat a un assenyala un millor rendiment de la separacio. Esta funci6 va ser

maximitzada per a obtindre la fase mobil optima.

La incorporaci6 de la forma dels pics cromatografics en el procediment d'optimitzacié va
millorar els resultats. La fidedigna simulaci6 de la forma de 1'area variable del pic per a qualsevol
fase mobil es va realitzar a partir d'una funcié Gaussiana asimétrica on la desviacié estandard és

una funcié polinomial de primer grau (Equacio 111.2.4) [42, 43]:

t -t
R Eq. I11.2.4

1
20 sy +5(F - 1tg) ..

h(t) = H exp|-

on H it, son l'altura i el temps al maxim del pic, respectivament; s, €s la desviacio estandard del
pic Gaussia simetric que descriu la regid central del pic experimental; i s, és un coeficient que
quantifica la seua obliqiiitat. Els coeficients s, 1 s, estan relacionats amb l'eficacia 1 el factor
d'asimetria. Estos parametres van ser interpolats de les dades obtingudes de les 2 fases mobils en
els estudis experimentals i simulats. Usant les equacions I11.2.111I1.2.2, i el tractament matematic

aci descrit, I'error relatiu global per als 5 compostos estudiats (4 antiarritmics 1 un metabolit) va
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ser del 2,6%.

A continuaci6 es va utilitzar un procediment d’optimitzacié interpretatiu, possibilitat pel
fet de poder predir amb una gran exactitud la retenci6 dels antiarritmics fent s de les equacions
II1.2.1 1 I11.2.2, per al pentanol i butanol, respectivament. Aquest tractament matematic permet
la predicci6 de la composiciod de les fases mobils contenint pentanol o butanol per a qualsevol
temps de retencid desitjat, al temps que subministra una ferramenta simple per tal de dur a terme

I’optimitzaci6 de la separacio de mescles en cas necessari.

111.2.3.3. Optimitzacio de la composicio de la fase mobil

Tenint en compte que els antiarritmics son farmacs que terapeéuticament mai se combinen
sempre que pertanyguen a un mateix grup [2], a 'hora d’intentar establir un criteri d'optimitzacio,
en primer lloc vam estudiar la possibilitat d'utilitzar la mateixa fase mobil per tal d’identificar 1
determinar els cinc antiarritmics en les mostres de serum. Amb aquesta possibilitat es pretén reduir

el temps d'analisi, al no tindre que canviar de fase mobil.

La separacié completa de procainamida i NAPA només va ser possible amb fases mobils
micel'lars pures de SDS (sense modificador) i hibrides (amb modificador) de SDS-propanol 1
SDS-butanol, pero per als altres antiarritmics el temps de retencié era excessiu (> 90 min). Per
altra banda, quan s’utilitzen fases mobils de SDS-pentanol, els pics de la procainamida i el seu
metabolit, NAPA, es solapen. Per tant, assumint que la separaci6 completa amb una sola fase
mobil no sera possible en un temps raonable, ens vam decantar per dur a terme el procés
d’optimitzacio per tal de triar el menor nombre de fases mobils possibles, tant per I’identificacid

com per la quantificacié dels antiarritmics.
El procediment d'optimitzacio, el qual maximitza la resoluci6 en la separacid dels

compostos dels dos grups abans mencionats, va ser usat per a seleccionar les fases mobils més

apropiades. Aquelles que permeten la separacio i quantificacié dels components de cada grup en
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un temps d'analisi acceptable seran ttils per a I'analisi de mostres de sérum que les continguen.

Els diagrames de resoluci6 obtinguts utilitzant fases mobils contenint SDS-pentanoliSDS-
butanol, es mostren en les Figures I11.2.2.a 1 II1.2.2.b. La fase mobil més adequada per a
I’identificacié dels antiarritmics en sérum té una composicio SDS 85 mM - 3% (v/v) 1-pentanol -
pH 7, amb deteccié UV a una longitud d’ona de 214 nm i un flux d'l mL min™ fins als 7,2 min,
en els quals se separen NAPA, procainamida i disopiramida, per a després augmentar el flux fins
a2,5 mL min’' fins als 13 min per tal d’accelerar l'elucié de les drogues més retingudes, lidocaina
1 quinidina. Utilitzant aquest procediment, els temps de retenci6 van ser de 3,2, 3,6,5,819,7
min, respectivament. Sense aquest increment del flux, els temps de retencié de la lidocaina i

quinidina hagueren estat de 11 1 15,6 min, respectivament.
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Per a la quantificaci6 individual de les 5 drogues, 1 basant-se en les seues resolucions i la
no interferéncia del front de les proteines del serum, que ocupa els 3 primers minuts del
cromatograma, es van triar dos fases mobils diferents. Per al NAPA 1 la procainamida la fase
mobil més rapida capag de separar-les va ser 50 mM SDS - 1% (v/v) 1-butanol - pH 7 amb
deteccid a una longitud d’ona de 280 nm. La quantificacié dels antiarritimics del segon grup, la
disopiramida, la lidocaina i la quinidina, es du a terme amb la fase mobil 150 mM SDS - 7% (v/v)
I-butanol - pH 7 amb detecci6 a una longitud d’ona de 214 nm. Per als cinc antiarritmics, els
temps de retencié en les corresponents fases mobils, van ser de 9,9 , 6,7, 3,7, 6,6 19,9 min per

la procainamida, NAPA, disopiramida, lidocaina i quinidina, respectivament.

Les Figures II1.2.3.a 1 II1.2.3.b mostren els cromatogrames simulat i real per a
’identificacié dels antiarritimics. Es pot observar la millora en el temps d'elucié dels dos
antiarritmics més retesos, simplement per augment del flux, que passa de ser 1 a 2,5 mL min’'
a partir dels 7,2 min. La concordancia es bona fins al moment en que es produix el canvi de flux,
ja que aquest parametre no esta considerat en el programa d’optimitzacié aci utilitzat. En la
Figura II1.2.3 es pot observar la disminucié en el temps d’analisi que es produix com a

consequencia del canvi del flux.

102



Capitol II1.2

2
@)
_ UL
1 (b)
JU

t, Tin
Figura I11.2.3. Cromatograma simulat (a) i experimental (b) per a I’identificacié dels

antiarritmics: NAPA (1), procainamida (2), disopiramida (3), lidocaina (4) i quinidina
(5). Fase mobil: SDS 85 mM - 3% (v/v) 1-pentanol - pH 7. Flux en (b): 1 mL min™ fins

als 7,2 min, i 2,5 mL min™ després fins als 15 min
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Les Figures I11.2.4.a1111.2.4.b mostren els cromatogrames simulats per a la determinacio
de procainamida i el seu metabolit (NAPA), i per a la disopiramida, lidocaina i1 quinidina,
respectivament. En les corresponents fases mobils, els factors de capacitat van ser 14,1,7,6, 3,5
, 7,31 10,6 per als cinc antiarritmics, en I’ordre abans establert. Per la seua banda, les Figures
II1.2.4.c 1 III1.2.4.d mostren els cromatogrames experimentals per a la determinacio dels
antiarritmics fent us de la fase mobil Optima seleccionada en cada cas. Els dos primers pics que
s'observen en el cromatograma simulat de la Figura I11.2.4.b corresponen a la procainamida i la
NAPA, les quals apareixen solapades 1 a més, per comparacid amb la Figura I11.2.4.d, s’observa
que elueixen amb el front carregat amb les proteines plasmatiques, i per tant no es poden observar
en el cromatograma experimental ni quantificar utilitzant aquesta fase mobil. La similitud entre

els cromatogrames simulats i experimentals en tots ells és excel lent.
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(b)

(d)

Figura II1.2.4. Cromatogrames simulats (a i b) i experimentals (¢ i d) per a la
monitoritzacio dels antiarritmics: NAPA (1), procainamida (2), disopiramida (3),
lidocaina (4) i quinidina (5). Les fases mobils son: SDS 50 mM-1% (v/v) butanol-pH 7 en
aic,iSDS 150 mM-7%(v/v) butanol-pH 7en bid
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111.2.3.4. Injeccio directa de les mostres de sérum

Quan les mostres de sérum son directament injectades en un sistema cromatografic
micel-lar, es poden produir interferéncies per part, en primer lloc, de substancies endogenes
d’orige fisiologic, perd tambe com a conseqiiencia de les proteines plasmiques presents, que se
solen trobar en una concentracio de 5 a 7% (p/v) 1 que elueixen prop del temps mort, el qual pot

comprometre la deteccid 1 quantificacié dels compostos menys retinguts.

Quan la concentraci6 de la substancia a monitoritzar en sérum ho permeta, és recomanable
diluir les mostres abans de la seua injeccio. Hi han diverses raons per aixi fer-ho: reduir 'ample
de la banda de proteines, allargar la vida mitja de la columna, evitar la freqlient regeneracié de la
fase estacionaria, protegir la columna de la matriu absorbida i millorar la reproduibilitat evitant

les variacions en el temps de retencié de les substancies estudiades.

En la determinacio dels antiarritmics, ja que la concentracidé a monitoritzar en seérum ho
va permetre, es va decidir que l'analisi fora dut a terme diluint les mostres en una proporcio 1/10
amb solucio6 salina fisiologica (ssf) de NaCl10,9% (p/v). Els resultats obtesos van acreditar que dita
dilucio6 va ser adequada per a detectar les substancies estudiades en aquest capitol. Amb aquesta
estratégia, no es va observar cap canvi en els temps de retencio després d’almenys 350 injeccions

consecutives de serum en la columna C18.

1I1.2.3.5. Caracteristiques analitiques

Les corbes de calibrat es van construir per a cada antiarritmic mesurant les arees dels pics
cromatografics obtesos, després de I’injeccio per triplicat de cinc dissolucions de les substancies
a concentracions creixents dins dels seus rangs terapeutics: 0,5-8 , 0,5-10, 3-36, 1,25-2010,5-8
mg L' per a disopiramida, lidocaina, NAPA, procainamida i quinidina, respectivament. Les corbes

es van construir per a tres matrius diferents: solucions aquoses dels analits, mostres de serum
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sense diluir, 1 diluides 1/10. Les pendents de les corbes de calibrat i les ordenades en I’orige van
ser semblants i estadisticament comparables. Per altra banda, els coeficients de regressio lineal van
ser sempre 7> 0,9979 (TaulaIll.2.4). La Taula II1.2.4 també mostra els limits de deteccio (LODs,
criteri 3s, en pg/L), els quals van ser apropiats per a la monitoritzaci6 dels cinc antiarritmics en

mostres de serum convenientment diluides 1/10, estant molt per davall dels seus rangs terapeutics.

Taula I11.2.4. Parametres de la calibracio linial (A =a + b * conc.) per

als antiarritmics estudiats, i limits de deteccio (LODs, en pg/L)

Antiarritmics b a r LOD
Procainamida 67,0£3,5 -1,088+2,055 0,9997 84
N-acetil Procainamida  61,7+4,2 -0,810+ 1,112 0,9980 52
Disopiramida 26,8 +3,3 -0,577 £0,434 0,9998 59
Quinidina 82,4+29 -1,146 + 0,988 0,9999 68
Lidocaina 47,1+54 -1,524+£1,212 0,9988 61

La repetitivitat intra i inter-dia van ser determinades per a tres concentracions diferents
dins de I’interval terapeutic dels cinc antiarritmics. Els valors de la repetivitat intra-dia es van
calcular mesurant I’area dels pics obtinguts per injeccid de series de deu mostres de serum
enfortides, mentre que la repetivitat inter-dia es va obtindre utilitzant els valors de la intra-dia
acumulats en deu dies diferents durant un periode de tres mesos. Com es mostra en la Taula
II1.2.5, la repetitivitat, definida pel percentatge del coeficient de variacio (% , C.V.), va ser

sempre inferior al 3,9%.

Taula II1.2.5. Precisio intra i inter-dia (CV %, n = 10) obtingudes en la determinacio
en sérum. ¢, ¢, i ¢; (mg/L) son: 2,5, 51 10 per a la procainamida; 6, 12 i 18 per a la

NAPA; 2,4 i 8 per a la disopiramida i quinidina; i 1,2,5i5 per a la lidocaina

Antiarritmics ¢ c, C, ¢ c, C,
Procainamida 2,1 086 04 | 1,9 1 1,2
N-acetil Procainamida 1,1 095 1,1 1,4 1 0,7
Disopiramida 23 192 1,6 | 2,8 1,7 1,3
Quinidina 39 1,63 1,3 | 26 1.2 1
Lidocaina 3,1 2,15 09 | 33 2 1,4
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1I1.2.3.6. Analisi de mostres de sérum

En primer lloc, per tal de mostrar I’utilitat del métode desenvolupat en aquest capitol, es
van preparar dissolucions patré de cada antiarritmic que després es van addicionar a mostres de
sérum de pacients sans (no tractats amb antiarritmics ni amb cap altre medicament). La Taula
II1.2.6 mostra les dades de recuperacié (n=10) iels seus CVs per als 5 antiarritmics a 3 diferents

concentracions dins del rang terapeutic de cada substancia.

Taula II1.2.6. Recuperacio dels antiarritmics i CV % (n =10)

Afegit Recuperat CV

Antiarritmics
mgL' mgL’ %
Procainamida 2,5 2,7 1,27
5,0 5,2 1,00
10,0 9,8 0,68
N-acetil procainamida 6,0 6,1 0,96
12,0 12,1 0,58
18,0 18,1 1,01
Disopiramida 2,0 2,1 2,88
4,0 4,1 2,85
8,0 7,8 2,11
Quinidina 2,0 2,1 1,38
4,0 4,1 1,35
8,0 8,2 0,60
Lidocaina 1,0 1,1 4,20
2,5 2,3 4,10
5,0 4,7 2,70

Finalment, el métode de CLM aci desenvolupat es va utilitzar per analitzar mostres de
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sérum de pacients (n = 8) tractats amb els antiarritmics. Aquestes mostres es van analitzar i els
resultats es van comparar amb aquells obtinguts pel metode de referéncia utilitzat en I’Hospital.
La Taula III1.2.7 mostra els parametres de la regressio linial duta a terme amb els resultats
proporcionats pels meétodes de CLM vs. TDx. Aquests valors son estadisticament iguals a la unitat
1 zero, respectivament, 1 aquesta bona correlacio observada permet validar el metode, excloent

la preséncia d’interfereéncies i/o efecte matriu.

Taula II1.2.7. Parametres de la regressio linial obtesa al representar els resultats
CLM vs. Tdx. b és la pendent del calibrat, a és I’ordenada en I’orige, r és el

coeficient de regresio linial i n és el nombre de mostres utilitzades

Antiarritmics b a r n

Disopiramida 0,966 + 0,046 0,007 £ 0,011 0,9879 10
Lidocaina 0,941 £ 0,032 0,014 + 0,006 0,9771 6
NAPA 0,936 £ 0,056 0,021 + 0,020 0,9438 12
Procainamida 0,948 + 0,052 0,019 £0,012 0,9743 12
Quinidina 0,924 + 0,062 0,010 £ 0,008 0,9624 8

1I1.2.4. Conclusions

Els resultats indiquen que el métode de CLM aci descrit €s util, si s el cas, tant per al
screening com per a la quantificacio dels cinc antiarritmics més sovint monitoritzats en mostres
de sérum, amb uns temps d'analisi en tots els casos menors de 13 min. Aquest metode €s prou
sensible per a l'analisi de rutina d'aquestes drogues als nivells terapéutics que es poden trobar en
serum, amb LODs molt baixos i semblants a aquells arreplegats en la literatura utilitzant altres
técniques, tenint en compte que les mostres de s€rum van ser injectades sense cap tractament
previ (excepte la diluci6 inicial 1/10 amb soluci6 salina fisiologica) per a separar o concentrar els

analits.
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Capitol I11.3

MONITORITZACIO D’ANTIDEPRESSIUS TRICICLICS

Els compostos que s'estudien en el present capitol es classifiquen com a antidepressius triciclics
1 corresponen al medicament utilitzat i al seu metabolit actiu: imipramina i desipramina, i
amitriptilina 1 nortriptilina, respectivament. A més, tamb¢ existeixen en el mercat preparacions
farmaceéutiques d'estos metabolits en formulacié unica (sense la droga parenteral de que
provenen). En els estudis d'optimitzaci6 es va trobar que era impossible utilitzar una tnica fase
mobil per a la separacié de tots quatre compostos, perd que si que es separaven el medicament
del seu metabolit. Com que els antidepressius triciclics no se co-administren, es va decidir
desenvolupar dos meétodes d'analisi diferens que es presenten a continuacio en els capitols I11.3.a

11I1.3.b.
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Capitol I11.3.a

MONITORITZACIO D’IMIPRAMINA i DESIPRAMINA
AMB DETECCIO ELECTROQUIMICA

Resum. En aquest capitol s’ha desenvolupat un metode basat en la cromatografia liquida micel-lar
(CLM) per a la monitoritzacio clinica de la imipramina i el seu metabolit actiu desipramina. La
determinaci6é d’aquestes dos substancies, altament hidrofobiques, es du a terme després de la
injeccid directa de les mostres de serum quan s’utilitza una fase mobil amb una composici6 de
0,15 M SDS - 6% (v/v) 1-pentanol tamponada pH 7, bombejada a 1,5 mL/min en una columna
C18 (250 x 4,6 mm), i utilitzant deteccid electroquimica a 650 mV. Fent us d’aquest métode de
CLM els calibrats van ser linials (> 0,995) i els limits de deteccié (ng/mL) van ser de 0,34 10,24
per la imipramina i desipramina, respectivament. La repetitivitat inter i intra-dia es va determinar
a tres concentracions diferents, dins del rang de concentracions del calibrat, obtenint-se valors de
CV (%) inferiors a 2,2. En aquest metode CLM el sérum es injectat sense cap pretractament, iles
séries d’injeccions dutes a terme no van mostrar cap canvi en els factors de retencio, 1 aix6 va
permetre reduir el temps d’analisi aixi com els materials fungibles que es requerixen per dur a
terme les etapes de pretractament. El métode aci proposat es pot aplicar a la monitoritzacio

terapéutica rutinaria d’imipramina i el seu metabolit desipramina .
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1I1.3.a.1. Introduccio

La imipramina i la desipramina son antidepressius triciclics que pertanyen al grup dels
derivats dibenzoazepines, formats per dos anells aromatics connectats per un tercer no aromatic

de 7 atoms que conté una cadena propilamino (Figura 1).

HC _-CH: H. - CHs
N
SOSENIYS
Imipramina Desipramina
logP ., 4,4 logP .41

Figura I11.3.a.1. Estructures de ’imipramina i desipramina

La imipramina i el seu metabolit actiu, la desipramina, son utilitzats en el tractament de
desordres afectius i depressius, principalment en casos greus de depressio. Aquestes dos drogues
també¢ s’utilitzen en el tractament de la fase depressiva dels desordres bipolars, pero no serveixen
per a previndre, 1 inclis poden precipitar, atacts hipomaniacs 0 maniacs en pacients que tinguen
aquest tipus de desordre. Les dos substancies poden resultar beneficioses en el tractament d’estats
depressius en esquizofrénics 1 també en el tractament de la depressio amb atacs psicotics [1]. Els
rangs terapeutics de la imipramina i desipramina son de 180-3501115-250 ng/ml, respectivament,
1 tots dos esdevenen toxics a concentracions superiors a 500 ng/ml [2]. La farmacocinética
d’aquestes substancies fa que la maxima concentraci6 en plasma es produixca després d’1-2 h de
I’administracié de I’imipramina i 4-6 h per la desipramina. L’imipramina es metabolitzada a

desipramina, que ¢és el seu metabolit farmacologicament actiu. La vida mitja d’aquestes
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substancies en plasma és de 12-28 i de 6-28 h, per I'imipramina i desipramina, respectivament.

En els ultims 10 anys molt pocs procediments han estat desenvolupats per a la
determinaci6 d’imipramina i desipramina utilitzant HPLC amb deteccié UV [3-8] o electroquimica
[9-13]. En tots els casos, el procediment requereix 1’extraccid preévia i en molts d’ells 1’as d’un
estandard intern [4, 6-8, 10-13]. Les columnes utilitzades han estat C18 [4, 6, 10-11, 13], C8 [5,
8] i ciano [3, 12]. A més, les fases mobils utilitzades en HPLC convencional, generalment
requereixen un elevat percentatge de dissolvent organic (30 a 60%) per tal d’eluir aquests dos
compostos. L’acetonitril o metanol amb tamp6 fosfat son els més comunament utilitzats en les
fases mobils. Fases mobils ternaries cotenint metanol-acetonitril-tampd fosfat, també son comunes
en la determinaci6 d’aquests. De vegades, s’afegeix una amina per tal d’incrementar les eficacies

(4, 6].

La determinacié de drogues en fluids biologics mitjangant HPLC presenta I’inconvenient
de la preséncia de proteines i compostos endogens. Aquests compostos poden precipitar dins del
sistema cromatografic, provocant un augment de la pressio i el blocatge de la columna. Aquesta
situacié esdeve un gran problema en cromatografia convencional 1 per tant es requereix sempre
una etapa d’extraccid. Esta suposa un treball extra i tedios que frequentment condueix a

recuperacions baixes i poc reproduibles.

La cromatografia liquida micel lar és un mode de cromatografia en fase reversa (RPLC)
en el qual la fase mobil es una dissolucié aquosa d’un surfactant, en concentracio superior a la
concentracié micel-lar critica (cmc), aixo és, en un medi on es troben presentes micel-les [ 14-15].
Una de les principals avantatges de la MLC és la possibilitat real que ofereix per a determinar
drogues en fluids fisiologics sense la necessitat de separar previament les proteines presents. Les
micel'les tendeixen a unir les proteines d’una forma competitiva, relaxant la uni6 de les drogues
a la proteina. La MLC ja ha demostrat ser una técnica util en la determinacié de diverses drogues
en fluids biologics, tals com sérum [16-19] o orina [20-25], fent Gs de la injecci6 directa. Aquestes
es troben lliures de repartiment dins de la fase estacionaria, mentres que les proteines, més que

precipitar en la columna, son solubilitzades 1 arrastrades, eluint amb o properes al front del
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dissolvent. Un altre avantatge és que els surfactants no son toxics, ni inflamables, i relativament

barats en comparaci6 als dissolvents aquo-organics.

En aquest capitol es mostra el desenvolupament d’un me¢tode MLC rapid i simple, per a
la determinacio de la imipramina i la desipramina, fent us d’una fase mobil de dodecil sulfat de

sodi 1 una petita quantitat del modificador pentanol, essent la deteccié electroquimica.

I11.3.a.2. Part experimental

II1.3.a.2.1. Reactius

Els analits estudiats, imipramina i desipramina, van ser adquirits a Sigma (St. Louis, MO,
USA). A partir d’elles, es van preparar dissolucions patrd que contenien 10 pg/mL dels
compostos. La pesada es va dur a terme en una balanga Mettler-Toledo AX105 Delta-Range
(Greifensee, Suissa) 1 van ser dissolts 1 diluits en una dissoluci6 micel-lar 0,15 M SDS-6% (v/v) -

pH 7.

La fase mobil micel lar es va preparar utilitzant dodecil sulfat sodic (99% de puresa),
tamp¢ fosfat i els modificadors 1-propanol, 1-butanoli 1-pentanol, adquirits a Merck (Darmstadt,
Alemanya). El clorur de potassi, tambe de Merck, se li afegeix com a electrolit, en el cas de la
deteccid electroquimica. Totes les dissolucions es van filtrar a través de membranes de nylon de
0,45 pm, adquirides a Micron Separations (Westboro, MA, USA) i conservades a 4°C. Les unitats

d’agitaci6 1 sonificacio van ser adquirits a Selecta (Barcelona).

II1.3.a.2.2. Instrumentacio
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El pH de les dissolucions es va mesurar amb un pHmetre Crison GLP 22 (Barcelona),
equipat amb un electrode de vidre combinat Ag/AgCl. El cromatograf utilitzat va ser de la marca
Agilent Technologies Series 1100 (Palo Alto, CA, USA), equipat amb una bomba quaternaria (0-
5 mL/min), un desgasificador de la fase mobil, un automostrejador (amb un volum d’injeccié de
5a 100 pL), i un modul de control de la temperatura de la columna (-5 a 60°C), acoplats a un
detector UV-Vis (rang de 190 a 700 nm de longitud d’ona) i un electroquimic (- 400 a 1400 mV)
Series 1049A (Palo Alto). La columna va ser una C18 de la marca Kromasil 5, amb un tamany
de particula de 5 pm, i un tamany de 250 mm x 4,6 mm i.d. adquirida en Scharlab (Barcelona).
La senyal cromatografica es va adquirir amb el programa Agilent (Revisio A.09), també utilitzat

per a tractar 1 integrar els pics. L’Excel es va utilitzar en tots els altres calculs.

II1.3.a.2.3. Métode recomanat

La fase mobil optima utilitzada en la separaci6 de la imipramina i desipramina, va ser 0,15
M SDS - 6% (v/v) 1-pentanol - 0,001 M NaCl - 0,01 M NaH,PO, a pH 7. El pH es va ajustar
abans de I’addici6 del pentanol a la dissoluci6 micel-lar. La velocitat del fluxe, el volum d’injeccio,
la temperatura de la columna i el voltage aplicats van ser de 1,5 mL/min, 20pL, 25 +£0,2°C 10,650

V, respectivament.

111.3.a.2.4. Preparacio de les mostres

La determinacié en mostres reals es va dur a terme utilitzant petits volums de serum que
van ser directament injectats dins del sistema cromatografic, sense cap altre tractament que la
filtraci6, duta a terme dins dels vials I’automostrejador, utilitzant mebranes de nylon de 0,45 pm.
Les dissolucions aquoses de I’imipramina i desipramina, es van injectar amb 1’objectiu d’obtindre
els parametres cromatografics d’aquestes substancies, utilitzats després per al procés

d’optimitzacio.

119



Monitoritzacio d’imipramina i desipramina

II1.3.a.3. Resultats i discussio

1I1.3.a.3.1. Seleccio del pH i del modificador

En el procediment d’optimitzacio, el pH va ser el primer parametre en ser estudiat. Els dos
antidepressius tenen un caracter basic (Figura 1). Aixi, la primera constant de desprotonacié (K,)
per I'imipramina i desipramina és de 10™° i 1072 [1], respectivament. A més, es d’esperar que
en presencia de les micel-les del surfactant anionic SDS, augmente el valor del pK, estabilitzant
aixi la carrega positiva de les drogues protonades. Per tant, aquests dos analits estaran protonats
en el rang de pH 3 a 7, ino s’espera que el seu comportament cromatografic varie dins d’aquest
rang. Quan els dos compostos estudiats es van injectar fent Uis de fases mobils contenint SDS 0, 1
M, SDS 0,1 M - 6% (v/v) 1-propanol, SDS 0,1 M - 5% (v/v) 1-butanol i SDS 0,1 M - 4% (v/v)
1-pentanol, tamponades a pH 3, 517, no es va poder observar cap canvi en el seu comportament
cromatografic, tal com estava previst. Es va seleccionar el pH 7 degut a que és el més adequat

per a extendre la vida de la columna cromatografica.

Per altra banda, la Figura 1 també mostra els elevats valors del log P

o/w

per a aquestes
substancies. En MLC aquests tipus de substancies no elueixen facilment quan s’utilitzen fases
mobils micellars pures (contenint només surfactant), 1 per tant es necessita 1’addicié d’un
modificador organic per tal d’eluir aquests compostos en temps adequats. Els alcohols de cadena
curta, 1-propanol, 1-butanol i I-pentanol, solen ser els més adequats degut a la seua major forga
eluient, la qual s’incrementa al fer-ho la longitud de la cadena hidrocarbonada. Amb I’objectiu de
seleccionar el modificador organic més adequat, es van preparar tres fases mobils contenint 0,15
M SDS - 12% (v/v) 1-propanol, 0,15 M SDS - 7% (v/v) 1-butanol 10,15 M SDS - 6% (v/v) 1-
pentanol. Els resultats obtesos van mostrar que els temps d’analisi eren encara molt elevats quan
s’utilitzaven les fases mobils que contenien 1-propanol (> 40 min) i 1-butanol (> 30 min), mentres

que el 1-pentanol reduia el temps d’analisi a menys de 20 min. El pentanol va ser seleccionat com
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a modificador degut a que en primer lloc, proporciona la major forga eluient per a aquests dos
compostos tant hidrofobics, 1 en segdn lloc, en base a d’altres resultats obtesos per el nostre grup
en ’estudi d’altres grups de substancies, tals com els antiepileptics (log P,,, 1,5 a 2,5) [16] iels

o/w
barbiturats (log P,,, 0,7 a 2,1) [17].

Per a seleccionar la fase mobil Optima, utilitzant el criteri de minim temps d’analisi-maxima
resolucio-millors parametres cromatografics, es van injectar les dissolucions patrd contenint 10
pg/mL d’imipramina i desipramina, en cinc fases mobils que contenien SDS (M) - 1-pentanol (%,
v/v), en concentracions 0,05-2 , 0,05-6 , 0,15-2 , 0,15-6 , 1 0,1-4 , tamponades amb 0,01 M
NaH,PO, a pH 7 i contenint NaCl 0,001 M. Després de ser cromatografiades, es van obtenir els
parametres cromatografics: factors de retencio (k), eficacies (/) i factors d’asimetria (B/4). En
tots els cromatogrames, el temps mort es va determinar com la mitja del valor de la primera

desviacio significativa de la linia base dels cromatogrames.

La Taula III.3.a.1. mostra els valors dels factors de retencid obtesos per als dos
antidepressius en les 5 fases mobils. El comportament d’aquestes drogues va ser I’esperat en
MLC, es a dir, la retencidé decreix quan s’incrementa la concentracié del surfactant i/o del
modificador organic. Per altra banda, la forca eluient del SDS i del 1-pentanol van ser similars,
1 per exemple, quan la concentracié de SDS o 1-pentanol queda fixada en 0,05 M 0 0,15 M 12
0 6%, els factors de retencid decreixen en 20 a 30 min. El major canvi, que va ser de 50 min, es
va observar per a la desipramina, quan la concentraci6 de SDS és de 0,05 M 1 la de 1-pentanol
va canviar del 2 al 6%. Per altra banda, les eficacies que s’obtenen en fases mobils hibrides de
SDS - 1-pentanol, van estar al voltant de 3000. Aquests valors d’eficacia estan d’acord amb els

valors normals publicats [26]. Finalment, els factors d’asimetria van estar al voltant d’1.
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Taula II1.3.a.1. Factors de retencio (k) per 'imipramina i la desipramina
en les cinc fases mobils utilitzades per a optimitacio del métode utilitzant

SDS (M) - 1-pentanol (% v/) - pH 7 a 1,5 mL/min

Compost 0,05-2 0,05-6 0,14 0,152 0,15-6
Imipramina 55 16 21 29 11
Desipramina 68 18 26 38 13

Com a consequencia d’aquests resultats, la fase mobil seleccionada va ser 0,15 M SDS -
6% (v/v) 1-pentanol - 0,001 M NaCl - tamp6 fosfat a pH 7. Observar com aquesta fase mobil es
troba en el corner dret superior de ’espai d’optimitzacio. Concentracions més altes de SDS o de

I-pentanol incrementen la pressi¢ del sistema cromatografic i formen una microemulsio.

111.3.a.3.3. Influéncia del flux

Degut al fet de que el temps d’analisi en la fase mobil seleccionada és de 20 min, es va
estudiar la possibilitat de rebaixar-lo mitjangant ’augment del flux. Es va comprovar que fluxos
per damunt d’1,5 mL/min produien un augment inacceptable de la pressi6 del sistema
cromatografic. Per altra banda, quan el flux s’augmenta dins del rang 1 a 1,5 mL/min, el temps
d’analisi decreix linialment fins a 16 min, reduint-se per tant el temps d’analisi en 4 min, 1 a més,
aquest descens es produeix sense modificar als altres parametres cromatografics: N, B/A i R. Per

aquestes raons es va seleccionar 1,5 ml/min com a flux de treball.

111.3.a.3.4. Deteccio electroquimica

Els estudis d’optimitzacio fins ara duts a terme han utilitzat la deteccio UV a 240 nm, pero

s’ha de tenir en compte que els dos antidepressius, I’imipramina i la desipramina, es poden

detectar electroquimicament, augmentant-se 1’area del pic i disminuint els LODs. Per tal d’establir

quin ¢és el potencial d’oxidacid optim per a la deteccio, els dos antidepressius es van
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cromatografiar en SDS 0,15 M - 6% (v/v) 1-pentanol - pH 7 amb un flux d’1,5 mL/min, variant-se
el potencial entre 100 1 1.000 mV, en intervals de 50 mV, i duent a terme 10 injeccions per a
cadascun dels voltatges. Els potencials per dalt de 700 mV no poden ser utilitzats degut a la falta
de reproduibilitat dels pics. Per altra banda, dins del rang 100 a 700 mV, la maxima area sense
canvis en els altres parametres cromatografics (¢, N, B/A or R), es produeix per a 650 mV, que

per tant se selecciona com el potencial de treball per a la deteccié de I'imipramina i desipramina.

111.3.a.3.5. Influéncia de la deteccio electroquimica sobre els parametres cromatografics

Els parametres cromatografics de I’'imipramina i desipramina es van obtenir utilitzant els
dos sistemes de deteccio: UV a 240 nm i ED a 650 mV, en la fase mobil optima 0,15 M SDS -
6% (v/v) 1-pentanol, i un flux d’1,5 mL/min. El temps de retencié no va canviar, mentre que N
1B/4 van ser 2400-1,1212520-1,09 per I'imipramina, 12200-1,2112760-1,03 per la desipramina,
utilitzant UV 1 ED, respectivament. D’acord amb aquests resultats, els dos sistemes de deteccid
poden ser utilitzades per la monitoritzaci6 en serum dels antidepressius imipramina i desipramina,

pero la major sensibilitat obtesa amb el ED el fa més adequat per als estudis fisiologics.

II1.3.a.3.6. Validacio del metode

Corbes de calibracio. Les corbes de calibracid per I'imipramina i desipramina es van
construir per injeccions triplicades de set dissolucions de les drogues dissoltes en SDS 0,15 M -
6% (v/v) 1-pentanol - pH 7 1addicionades amb serum. Les concentracions d’aquestes dissolucions
varien entre 50 1 1000 ng/mL. En tots dos medis, després de ser cromatografiades, es va mesurar
el pic 1 es van obtindre els parametres de regressio linial. Els parametres de calibracié van ser
estadisticament iguals, quan s’utilitzaven les dos matrius (micellar i sérum), i per tant no es
detecta ni interferéncia ni efecte matriu amb el metode aci optimitzat. La Taula I11.3.a.2. mostra
les pendents, ordenades en I’origen i coeficients de regressio linial, que van ser millors de 0,995

en tots els casos.
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Limits de deteccié i de quantificacié. Aquests dos valors, LODs i LOQs, van ser
obtesos sobre la base de la desviacid estandard del blanc, d’acord amb els critéris 3 i 10s,
respectivament. Aquests valors es van determinar utilitzant els dos sistemes de deteccio. Com
s’observa en la Taula I11.3.a.2., la detecci6 electroquimica és 5 voltes més sensible que la UV. A
mes, els LOQs que apareixen a la Taula I11.3.a.2., indiquen que el métode aci proposat és ttil per
a la monitoritzacié de I’imipramina i desipramina en mostres de seérum. Finalment, s’ha de
ressaltar, que els LODs i LOQs obtesos utilitzant UV son molt baixos, inclis inferiors a aquells

que apareixen en la literatura quan s’utilitza la HPLC convencional, fent us d’etapes d’extraccio.

Precisio intra i inter-dia. Aquests parametres es determinen a partir de la mitja de deu
determinacions que cobreixen el rang terapeutic per I'imipramina (180-350 ng/mL) i desipramina
(115-250 ng/mL), dutes a terme el mateix dia (precisié intra-dia) o al llarg de deu dies en un
periode de dos mesos (precisié inter-dia). Les desviacions estandard relatives (R.S.D.) mostrats

en la Taula III.3.a.3., indiquen que aquests son inferiors al 2,2%.

Taula I11.3.a.2. Pendent (b), ordenada en I’origen (a), i limits de deteccié (LOD) i
quantificacio (LOQ) (ng/mL), per a les corbes de calibracié de 'imipramina i

desipramina utilitzant el métode MLC recomanat

b a LOD LOQ
Compost
UV ED UV ED UV ED UV ED

Imipramina 36,6 174,77 -6,86 1,4 1,6 034 14 3
Desipramina 43,3 2244 -401 472 14 024 12 1
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Taula I11.3.a.3. Precisio intra i inter-dia (R.S.D., %, n = 5) per a tres concentracions
(ng/mL): ¢, =180, ¢, =250 i ¢c; = 350 per 'imipramina i ¢, = 115, ¢, =175 i ¢; = 250 per
la desipramina, eluides amb 150 mM SDS - 6% (v/v) 1-pentanol - pH 7, un flux d’1,5

mL/min i deteccio6 electroquimica

Compost Intra-dia Inter-dia
[ c, C; C c, C;
Imipramina 0,52 0,47 0,85 2,2 1,01 1,42
Desipramina 0,41 0,83 0,88 1,6 1,12 0,98

111.3.a.3.7. Determinacio d’imipramina i desipramina en mostres reals de sérum

LaTaulaIII.3.a.4. també mostra les recuperacions satisfactories que se van obtindre quan
tres concentracions conegudes d’imipramina i desipramina es van addicionar a mostres de sérum,
exemptes de les drogues, proporcionades pel Servei d’ Analisis Cliniques de I’'Hospital Verge dels

Lliris d’Alcoi.

Taula I11.3.a.4. Determinacié de I’'imipramina (¢, = 180, ¢, = 250, ¢, = 350 ng/mL)

i desipramina (¢, = 115, ¢, =175, ¢; = 250 ng/mL) en mostres de sérum (n = 10)

Compost Trobat £ R.S.D. (%)
(3 c, C,
Imipramina 175,1+£3,2 244,9 +£2.6 352,5+19
Desipramina 114,8 +0,9 174,7 + 0,4 250,4+0,2

Per altra banda, I’exactitud del métode MLC aci optimitzat, es van confirmar per
comparacié amb el metode de referéncia utilitzat a I’Hospital. Quan tots dos metodes s’apliquen
a mostres de s€rum de pacients tractats amb imipramina (n=15) i desipramina (n=12), s’obté una
correlacio, MLC vs. HPLC, entre les concentracions de: MLC =0,028 + 0,95 1*HPLC (»=0,969)
1iMLC=-0,011+0,963*HPLC (» = 0,977), respectivament. La Figura III.3.a.2. mostra alguns
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dels cromatogrames que s’obtenen en la determinacio dels antiepiléptics en mostres de sérum de
pacients, quan s’utilitza el métode MLC. El pic gruixut que s’observa al principi del
cromatograma de la Figura II1.3.a.3., esta causat per les proteines i per els compostos endogens
del blanc de serum, quan s’utilitza el mé¢tode MLC, sent aquest una de les majors limitacions del
procediment quan s’analitzen sustancies hidrofiliques, que solen apareixer molt avangades. En el
metode aci optimitzat, aco no és un inconvenient, ja que tant I’imipramina com la desipramina,
son substancies hidrofobiques que elueixen lluny d’aquesta banda.

La banda de les proteines és menys visible quan es fa is de la deteccid electroquimica que quan

s’utilitza la UV.
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DES

E

Figura II1.3.a.2. Cromatogrames corresponents a mostres reals de sérum contenint

imipramina (IMI) i desipramina (DES)
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Figura I11.3.a.3. Cromatogrames corresponents a blancs de serum amb deteccio UV a

240 nm (a) i ED a 650 mV (b)
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Finalment, el métode MLC aci proposat és va aplicar a la determinacio de la vida mitja
dels antidepressius en sang, després de recol-lectar mostres de voluntaris sans (n = 5) a diversos
temps després d’una Unica dosi de 50 mg d’imipramina. La vida mitja obtesa utilitzant la fase
mobil optima de SDS - 1-pentanol va ser de 19,8 + 2,9 1 22,1 + 3,2 hores, per I'imipramina i

desipramina, respectivament.

1I1.3.a.4. Conclusions

Els métodes analitics per a la determinacié d’imipramina i desipramina en mostres de
sérum requereixen etapes d’extraccid i preconcentracid, les quals consumeixen temps i reactius.
L’us de la MLC combinada amb la deteccié ED, que aci es proposa, permet I’injeccié directa de
les mostres de serum dins del sistema cromatografic, facilitant aixi la seua determinacio, al temps
que els limits de detecci6 obtesos milloren els de ’"HPLC convencional. La sensibilitat del métode
que permet la monitoritzacio dels antidepressius en s€rum, també €s ttil per a determinacions

fisiologiques 1 estudis farmacocinétics.
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Capitol I11.3.b

DETERMINACIO D’AMITRIPTILINA I NORTRIPTILINA EN SERUM
FENT US DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA MICEL-LAR

Resum. Amitriptilina i nortriptilina son antidepressius triciclics que actuen augmentant les accions
de la norepinefrina i serotonina, ja que en la depressid es produix el bloqueig de diversos
neurotrasmisors a la membrana neuronal. S’ha desenvolupat un procediment per cromatografia
liquida micel lar per a determinar estos compostos en sérum per a emprar-ho en monitoritzacio
clinica. La determinaci6 cromatografica d’estos compostos altament hidrofobics s’ha dut a terme
usant una fase mobil de 0,15 M SDS - 6% (v/v) 1-pentanol a pH 7,una columna C18, i deteccio
electroquimica (ED). El flux usat hi ha segut d’1,5 mL/min. El temps d’analisi va ser de 14 min.
Els limits de detecci6 (ng/mL) en sérum van ser de 0,251 0,31 per a I’amitriptilina i nortriptilina,
respectivament. La repetitivitat ila precissio intermitja van ser avaluats per a tres concentracions
en mostres de serum. Mostres de sérum sense tractar es van injectar directament al sistema
cromatografic després de filtrar, sent un procediment simple que pot ser aplicat en analisi de rutina

en la monitoritzacio terapeutica de estes susbtancies.
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1I1.3.b.1. Introduccio

La amitriptilina és un antidepressiu triciclic (TCA) del tipus dibenzociclohepten, i la
nortriptilina és el seu metabolit actiu. S’usen per a tractar la depresié i en el maneig de dolor
neurogenic cronic isever. S’han trobat bons resultats en desordres fobics i de panic. Quimicament
son substancies basiques (pKa de 9,42 per a Iamitriptilina i 9,70 per a la nortriptilina), i

hidrofobiques (log P,,, de 4,64 per a I’amitriptilina 1 4,32 per a la nortriptilina) [1].

La farmacocinética d’aquests compostos esta relacionada amb 1’absorci6 i eliminaci6 al
plasma. La concentraciéo maxima al plasma de I’amitriptilina ocorre entre 2 i 12 hores després de
I’administraci6 oral, mentre que per a la nortriptilina ocorre entre 7 1 8,5 hores. El temps de vida
mitja de ’amitriptilina va des de 10 a 50 hores, i el de la nortriptilina des de 16 a més de 55 hores.
Aproximadament el 25-50% d’una dosi és excretada en I’orina com a metabolits inactius dins de

les 24 hores, i algunes petites quantitats son excretades amb les excrements via eliminacio6 biliar

[2].

L’ample us terapéutic que dels TCA s’ha fet dona una amplia quantitat d’informacio, i amb
ella també de la importancia de la monitoritzaci6 terapéutica. La relacié entre la dosi de TCA ila
resposta antidepressiva esta poc acotada degut a I’ample rang de variabilitat inter-individual, quant
al metabolisme 1 I’eliminacié. La pobre relacio entre dosi-resposta i I’estret index terapeutic dels
TCA fa d’aquestes substancies excel-lents candidats per a millorar I’eficacia a través de la
monitoritzacid terapeutica. Per consegiient, I’asociacid psiquidtrica americana recomana rangs
terapéutics per a la monitoritzacié en plasma de 120-250 i 50-150 ng/mL per I’amitriptilina i
nortriptilina, respectivament. Les concentracions toxiques estan per dalt de 500 ng/mL per als dos

compostos [3].
La determinaci6 dels TCA en mostres de sérum o plasma ha estat ampliament estudiada

mijantcant HPLC 1 deteccido UV. Les fases mobils aquo-organiques normalment emprades son

binaries fent s de acetonitril (30 a 50%) 1 en algunes s’afegeixen amines, com la dietilamina [4]
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o trietilamina [5-7]. Les columnes més usades son les C8 [8-10], C18 [4-6] i ciano [11-12].

S’han trobat en bibliografia estudis amb diferents sistemes de deteccid. Un d’aquestos ha
estat la detecci6 per quimioluminisceéncia després d’una derivatitzacid post-columna [13], iunaltre

relacionat amb la detecci6 MS-MS [14].

La majoria dels procediments convencionals descrits fant us de passos d’extraccid, i en
alguns d’ells també s’inclou un estandard intern. Un exemple d’extraccié de compostos en mostres
de sérum huma tracta de la pre-concentracio de substancies per mitja de column-switching usant

una fase mobil ternaria de acetonitril-metanol-tamp¢ fosfat [12].

La cromatografia liquida micel'lar (CLM) és una alternativa a la cromatografia
convencional. La habilitat solubilitzadora de les micel-les és una de les propietats més important
d’aquesta técnica, permetent la injeccié directa de mostres no tractades, incloent fluids biologics
com sérum 1 orina. S’han descrit dos procediments que usen fases mobils micel-lars per a
determinar TCA en medicaments. Un d’ells és un estudi comparatiu de fases mobils hibrides
micellars (SDS-pentanol) i aquo-organiques (acetonitril-aigua) usant columnes C8 i C18 [15]. El
segon ¢és un procediment que usa fases mobils de CTAB (surfactant catidonic) i baixes

concentracions de solvent organic [16].

Alnostre laboratori, la cromatografia liquida micel lar ha demostrat ser una técnica util per
al control de varies subtancies en sérum [17, 18] i orina [19, 20], usant fases mobils micel-lars

hibrides de SDS 1 alcohol (1-propanol, 1-butanol o 1-pentanol) i deteccié UV, ED o fluorescent.

El objetiu d’aquest treball és desenvolupar un metode, usant CLM, simple i facil d usar per
a la determinacio de amitriptilina i el seu metabolit actiu, nortriptilina en mostres de sérum. La
injeccid directa de les mostres simplifica el métode, 1 la decteccié electroquimica incrementa la
sensibilitat i selectivitat en la determinacié de mostres biologiques. El procediment proposat es pot
aplicar per a determinar estos farmacs en analisis rutinaries de monitoritzacié. L s de fases mobils

micel'lars dona al procediment alguns avantatges atractius com son la no toxicitat, no flamabilitat,
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biodegradabilitat i el baix cost en comparacié amb els solvents aquo-organics.

I11.3.b.2. Part experimental

II1.3.b.2.1. Materials

Els antidepressius triciclics amitriptilina 1 nortriptilina,
3-(10,11-Dihidro-5H-dibenzo[a,d]ciclohepteno-5-gliden)-N,N-dimetil-1-propanamina i
3-(10,11-Dihidro-5H-dibenzo[a,d]ciclohepteno-5-gliden)-N-metil- 1 -propanamina, respectivament,
es van adquirir de Sigma (St. Louis, MO, USA). Les estructures moleculars dels compostos es

mostren en la Figura I11.3.b.1.

CH; CH;

H3C ~ H
| |

soclNsse

Figura II1.3.b.1. Estructures de la amitriptilina (esquerra) i nortriptiluna (dreta)

El dodecil sulfat sodic (SDS) i 1-pentanol de Merck (Darmstad, Alemanya). Sodi
dihidrogenfosfat monohidrat i HCl de Panreac (Barcelona, Espanya). NaOH de Scharlab
(Barcelona, Espanya). El metanol de J.T. Baker (Holanda). El triptizol es va comprar d’una

farmacia local. Aigua destil-lada es va usar per a preparar les solucions aquoses.
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Les fases mobils micel-lars es van preparar pesant quantitats de SDS i1 sodidihidrogenfosfat
i dissolent-los en aigua, ajustant el pH a 7 1, finalment, es va afegir el volum necessari, depenent
del percentatge, d’alcohol. Les fases mobils micel lars son ttils per a la injecci6 directa degut a que
els monomers i micel-les tendeixen a unirse a les proteines competitivament. Per eixa rao, les
substancies lliberades del enllag a la proteina ja son lliures de repartiment amb la fase estacionaria.
Entre tant les proteines, més que precipitar a la columna, se solubilitzen i passen rapidament,

eluint-se amb o poc després del front del solvent [21].

Dissolucions mare de les substancies es van preparar dissolent les substancies pures en una
solucié micel lar, a una concentracié de 10 pg/mL. Es van dur a terme dilucions fins la
concentracio desitjada utilizant la fase hibrida micel-lar seleccionada. Els controls de serum es van
preparar afegint quantitats conegudes de substancia al sérum sanguini de voluntaris sans per a
obtenir una concentracié final de farmac dins dels rangs terapcutics. Les mostres es van

emmagatzemar a -20°C fins I’analisi.

Per analitzar les mostres de sérum, es va collectar sang mitjangant tubs DB SST Tube (BD
Vacutainer Systems, Plymouth, UK) i es van centrifugar 5 min a 3000 rpm, guardant el serum a
4°C. Les analisis es van dur a terme amb uns pocs mil-lilitres de mostra que es va injectar
directament al sistema cromatografic, després de diluir-los 1/10 anb soluci6 salina fisiologica i

filtrar-los amb una membrana de nylon de 0,45 pm.

Es va usar un cromatograf Agilent Technologies Series 1100 (Palo Alto, CA, USA),
equipat amb una bomba quaternaria, un desgasificador per a la fase mobil, un automostrejador,
un modul de control de temperatura (60 °C), acoblat finalment a dos detectors UV-vis i ED. La

columna usada va ser una Kromasil 5 C18 de 5 pm de tamany de particula, 250 mm X 4,6 mm d.i.
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de Scharlab (Barcelona, Espanya). La fase mobil seleccionada 0,15 M SDS - 6% (v/v) 1-pentanol
tamponada a pH 7. El flux 1,5 mL/min. Els detectors van treballar a 240 nm 1 650 mV. Les dades

cromatografiques es van adquirir i procesar amb el programa HP ChemStation (Rev. A.10.01).

II1.3.b.3. Resultats i discussio

111.3.b.3.1. Seleccio del pH i fase mobil

El pH es el primer parametre que s’estudia abans de desenvolupar un procediment
micel-lar. Per a aquests compostos basics, el pKa de 9,42 per a la amitriptilina 1 9,70 per a la
nortriptilina, en el rang de pH de treball (3 a 7), no és un parametre influent degut a que les
substancies estaran protonades en aquest rang, i el comportament cromatografic sera el mateix.
Les substancies es van injectar en dos fases mobils de 0,15M SDS - 2% 1-pentanola pH 317 sent
iguals el resultats obtinguts. Per aquesta ra6 i tenint en compte d’allargar la vida de la columna es
va elegir pH 7.

Els alts valors de log P,,, indiquen que estes substancies son altament hidrofobiques (4,64

o/w
14,32 per a laamitriptilina i nortriptilina, respectivament). Aquest tipus de subtancies no s’elueixen
en temps raonables usant fases mobils pures de SDS i per tant necessiten de la addici6 d’un
modificador organic a la solucié micel-lar pura. Alcohols com 1-propanol, 1-butanol o 1-pentanol
podrien ser adequats per a afegir a la fase mobil degut a I’elevada forca eluent, que augmenta

segons ho fa la longitud de la cardena carbonica.

Per a seleccionar el modificador organic es van testar tres fases mobils amb maximes
concentracions de SDS (0,15M) 1 elevades concentracions de alcohol (12% 1-propanol, 7% 1-
butanol, 1 6% 1-pentanol). Els resultats obtinguts mostren que els temps d’analisi van ser massa

elevats amb 1-propanol i 1-butanol. Per aquesta rad es va selecionar el 1-pentanol com a
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component de la fase mobil micel lar.

El criteri seguit per a seleccionar la fase mobil Optima va ser el obtindre minim temps
d’analisi i bona resolucid. Finalment, la fase seleccionada va ser 0,15 M SDS - 6% 1-pentanol -
pH 7; aquesta compossici6 esta al maxim de les concentracions de surfactant i pentanol que es
poden usar degut a le elevades presions que es produixen a ’interior del sistema cromatografic.
S’ha de senyalar que les eficicacies obtingudes amb la fase mobil seleccionada van ser de 2.980
13.240 per a la amitriptilina i nortriptilina, respectivament. Aquests resultats son concordants amb

els valors de eficacies mitjancant CLM [22]. Els factors d’asimetria van estar al voltant d’1.

Finalment, per a reduir el temps d’analisi es va augmentar a 1,5 mL/min el flux, obtenint-se
resultats similars a 1 mL/min en quant a parametres cromatografics i resolucio es tracta, com es

pot veure a la Figura I11.3.b.2.

CA)

Time (mm)

Figura I11.3.b.2. Sérum addicionat de les drogues a diferents fluxos, 1 mL/min (A) i 1,5

mL/min (B). A= amitriptilina i N= nortriptilina
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111.3.b.3.2. Seleccio del potencial d’oxidacio

Amb I’objecte d’establir el poténcial d’oxidacié Optim, els dos antidepressius estudiats es
van injectar usant la fase mobil seleccionada 0,15 M SDS - 6% 1-pentanol - pH 7 a 1,5 mL/min.
Els potencials aplicats van ser en intérvals de 50 mV, des de 500 a 800 mV. Cada substancia es
va injectar deu vegades a cada voltage i es va mesurar ’area del pic. Es va obsrvar que a
potencials superiors a 700 mV no es pot treballar degut a la falta de reproduibilitat. No obstant,
dins del rang estudiat es va seleccionar el potencial de 650 mV com un compromis entre la maxima

area 1 adequats parametres cromatografics.

Quan el sérum s’injecta directament al sistema de CLM amb detectors de UV 1 ED, el
cromatograma mostra una banda de proteines i compostos endogens situada als primers minuts
1 que es denomina banda de proteines. El perfil d’aquesta banda es similar en ambdos modes de
deteccid, només hi ha un pic gran ben definit al voltant de 1,5 min en UV iun minut deprés en ED,

1a més aquest pic ix lluny d’on els antidepressius s’elueixen.

La banda de proteines observada amb I’injecci6 directa és una desventaja del procediment
quan les subtancies hidrofiliques que s’elueixen son poc retingudes perque es poden solapar pics.
En aquest treball, la elevada senyal de fons al comengament del cromatograma deguda a
compostos com proteines 1 endogens no €s un probléma perque les subtancies estudiades son
altament hidrofobiques 1 per tant es van eluir lluny d’aquesta banda.

I11.3.b.3.4. Validacio del meétode

Seguint les directrius del ICH [23], diverses caracteristiques de validacio (linealitat, rang,
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precisio 1 limits de deteccid) es van controlar.

Per a estudiar la linealitat, solucions stock de les substancies (10 pg/mL) es van preparar
en medi micel-lar. Es van portar a terme sis dilucions de les solucions stock i es van injectar per
triplicat. Les directrius ICH recomanen comprovar un interval de concentracions al voltant del
valor en estudi. El rang minim especificat per la ICH es des de 80 fins el 120 percent de les
concentracions testades per a I’assaig de la sustancia. En el cas aci estudiat, els valors significatius
son els valors del rang del calibrat 120-250 ng/mL per a la amitriptilina, i 50-150 ng/mL per a la
nortriptilina. Un valor del 50% es va aplicar per a marcar el limit baix del rang de calibracio, fins
que el valor alt de la recta va aplegar a 1000 ng/mL, major que la concentraci6 toxica (500
ng/mL). Finalment, les rectes de calibracid, Y =a+b X (ng/mL), es van construir usant ’area dels
pics front a les dades de concentracio de la substancia. Els coeficients de correlacio, r, van ser

superiors a 0,997. Els resultats es mostren a la Taula I11.3.b.1.

Taula II1.3.b.1. Linealitat i limits de deteccio (LOD), per a la amitriptilina i

nortriptilina en sérum usant 0,15M SDS - 6% 1-pentanol a pH 7 i detecciéo ED

Linealitat
Substancies LOD (ng/mL)
Y=a+bX
Y =0,321 +45,3 X
amitriptilina 0,25
r=0,997
Y=-0,61+442X
nortriptilina 0,31
r=0,998

El limit de deteccio es va obtindre basant-se en la desviacio estandard de la resposta i la
pendent d’acord amb el criteri 3s. S ha de fer notar que el limit de detecci6 usant ED és molt baix,
menor que aquells trobats en la bibliografia usant cromatografia convencional amb procediments

d’extracci6 (Taula I11.3.b.1).

La repetitivitat es va avaluar analitzant tres dissolucions estandard a concentracions

creixents sis vegades al mateix dia, i la precisio mitja (reproduibilitat) es va avaluar a les mateixes

141



Determinacio d’amitriptilina i nortriptilina

solucions estandard més de cinc dies diferents. Els valors de CV (%) es mostren a la Taula

1I1.3.b.2.

Taula I11.3.b.2. Repetitivitat inter i intra-dia (C.V, %) a tres concentracions diferents, c,

=700, ¢, =250 i ¢; = 50 ng/mL eluits amb la fase mobil seleccionada

Repetitivitat inter-dia (n =5) | Repetitivitat intra-dia (n = 6)
Substancies
c1 c2 c3 c1 c2 c3
amitriptilina 1,2 33 5,1 2,1 4,0 7,3
nortriptilina 2,2 2.4 3,0 2,0 1,1 5,4
111.3.b.3.5. Determinacio de les substancies i farmacocinética

Laaplicabilitat del procediment desenvolupat per a determinar la amitriptilina inortriptilina
es va verificar analitzant-les en mostres de sérum afegides ireals. Els resultats mostrats a la Taula
II1.3.b.3 indiquen que la determinacio de les substancies en mostres biologiques es possible. La
deteccid ED es ttil per a determinar compostos a baixes concentracions, tenint en compte que les
mostres biologiques s’injecten després de diluir-les deu vegades amb solucid salina fisiologica. Les

recuperacions obtingudes van estar des de 95 a 102%.

Taula II1.3.b.3. Recuperacions mitjes = desviacio estandard obtingudes per a la

amitriptilina i nortriptilina en sérum a diferents concentracions (n = 10)

Recuperacio (%)

Substancies
700 ng/mL 250 ng/mL 50 ng/mL
amitriptilina 103,2 + 3.0 104,2 + 2,7 101,2 +3,8
nortriptilina 102,5 +£5,6 98,9 +1,3 95,1 £43

Els estudis amb sérum es van culminar amb la administraci6 oral de una dosi de 10 mg de

amitriptilina en una pastilla convencional a tres voluntaris sans. Una mostra es va recollir just abans
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de I’aministraci6 per a usar-la com a blanc, i es va seguir el procediment de recollida durant 24

hores.

Es va obtenir la farmacocinética; aixi la concentracié maxima en plasma es produeix a les

4 hores de la ingestio, 1 la amitriptilina es desmetila al fetge en el seu metabolit actiu primari,

nortriptilina. El maxim de concentracié en metabolits s’arriba a les 10 hores després de la

administraci6 oral. El temps de vida mitja obtingut per a la amitriptilina seguint aquest metode va

ser del5 hores.

La figura I11.3.b.3 mostra els cromatogrames per a la amitriptilina i nortriptilina en mostres

de sérum afegides i reals després de la administracié oral de un pastilla de triptizol que conté 10

mg de amitriptilina. No es van observar interferéncies de compostos endogens i altres substancies.

(A)

(B)

Figura I11.3.b.3. Cromatogrames per a la A-amitriptilina i N-nortriptilina; (A) sérum en

mostres afegides a baixes concentracions, i (B) en mostres reals de sérum després de la

administracié oral de triptizol contenint 10 mg de amitriptilina
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Capitol I11.4

DETECCIO ELECTROQUIMICA RAPIDA I SENSIBLE DE
PARACETAMOL EN MATRIUS BIOLOGIQUES I
FARMACEUTIQUES

Resum. El paracetamol es pot determinar en sérum, orina i preparts farmaceutics mitjancant un
meétode cromatografic rapid, sensible, selectiu 1 precis el qual inclou injeccid directa en una
columna C18 (250 mm x 4,6 mm) amb fases mobils micel-lars. El métode d’optimitzaci6 engloba
al tensioactiu dodecilsulfat sodic (SDS) modificat amb 1-propanol, 1-butanol o 1-pentanol a pH
7,513. Després de I’aplicacio d’una estratégia d’optimitzacio interpretativa la qual té en compte
la matriu 1 el pic del paracetamol, la fase mobil seleccionada va ser 150 mM SDS - 6% (v/v) 1-
pentanol - pH 7, la qual déna un temps d’analisi inferior als 3 min. La detecci6 es va realitzar en
el mode UV 1 electroquimic (ECD) a 265 nm 1 500 mV, respectivament. El métode es va validar
i es van obtindre linealitats (r > 0,999) en I’interval de 250 a 1.000 i de 50 a 1.000 ng mL",
LODs de 14 10,2 ng mL", i la repetitivitat intra i inter-dia inferior a 1’1,8% per al métode CLM-
UV i CLM-ECD, respectivament. El métode de CLM-ECD ¢és Ttil per a la quantificacié del
paracetamol en sérum, orina i medicaments, i el métode de CLM-UV és només adequat per a la
determinaci6 del paracetamol en medicaments. El métode CLM-ECD es va utilitzar en la
determinaci6 del paracetamol en mostres de sérum i orina enfortides i en medicaments, i els
resultats es van comparar amb aquells obtinguts utilitzant un métode de referéncia. E1 métode
proposat es pot aplicar per a la determinaci6 de paracetamol tant per farmaceutics, patolegs o

toxicolegs amb recuperacions que estan d’acord amb la concentraci6 afegida.
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111.4.1. Introduccio

El paracetamol, acetaminofen o N-acetil-p-amino-fenol (Figura II1.4.1), és un derivat
sintétic no-opiaci del p-aminofenol i el metabolit majoritari de fenacetina, el qual esta associat amb
’analgesic nefropatic. Farmacologicament, produeix analgésia 1 antipiresis per un mecanisme
similar a aquell dels salicitats. De fet, amb la mateixa dosis, paracetamol i acid acetilsalicilic tenen
el mateix efecte. El paracetamol és generalment no toxic en dosis terapeutiques (0,5-1 g). Després
d’una administraci6 oral de 500 mg, el punt més alt de la concentraci6 en plasma s’aconseguix
en 10-60 min i la concentracié del paracetamol arriba a 2,1 pg mL™ en 6 h. Té un temps de vida
mitja en plasma entre 1,25-3 h 1 este temps es pot prolongar després de dosis toxiques o en

pacients amb problemes de fetge [1].

L’enverinament i la mort pot ocorrer pel seu abus (més de 7 g diaris durant 2 dies) i, en
alguns casos, la toxicitat pot també resultar d’una unica dosis. La toxicitat del paracetamol esta
associada amb una alta incidéncia d’anémia, insuficiéncia renal 1 destorbs gastrointestinals. En
alguns enveniraments de paracetamol, poden aparéixer inicialment estimulacido del SNC amb
excitacio 1 deliri, seguit de depressio en el SNC, estupor, hipotérmia, respiracid rapida i
superficial, pulsacio rapida, debil i1 irregular, baixada en la pressio sanguinea 1 fallida circulatoria.
El greu efecte toxic del paracetamol més serids i potencialment fatal és la necrosi hepatica 1 el
coma, associat amb la sobredosi, els quals poden ocorrer en individus en els quals el temps de vida
mitja del paracetamol en el plasma excedeix de 4 1 12 h, respectivament. Aixi, la determinacio del
paracetamol és interessant en la monitoritzacié clinica de drogues [1, 2], toxicologia [3, 4], camps
forense [5, 6] 1 farmaceutic [7], utilitzant mostres de serum [8-11], orina [3, 12, 13] o

medicaments [ 14, 15].

La determinaci6 del paracetamol en medicaments o mostres biologiques, de forma individual
o en companyia d’altres drogues, s’ha realitzat utilitzant diverses técniques de deteccio sense una
separacio previa, com son I’espectrofotometria ultravioleta (UV) [ 16], deteccid per fluoresceéncia

[17], derivatitzaci6 [18], espectroscopia Raman [19, 20] i1 polarografia [21]. En alguns casos,
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també s’ha optimitzat un meétode d’injecci6 en flux [22]. Considerant les propietats del compost
investigat, com ¢€s la polaritat lleu, aixi com també la termolabilitat i la baixa volatilitat, s’han
explorat ampliament métodes de cromatografia liquida d’alta resolucié de fase inversa (RP-
HPLC) [23-27] 1 d’electroforesis capil-lar (CE) [28, 29], mentres que només en pocs casos s’ha
utilitzat la cromatografia de gasos (GC) [3, 6, 7]. Per un altra banda, la concentraci6 de
paracetamol també es monitoritza en serum [8-10, 30] i orina [12, 13], perd en estes mostres
complexes les mesures requereixen una separacio previa utilitzant HPLC [8, 12, 13,30] o CE [28,
29] acoblat a la deteccio UV [31-33], fluorimétrica [34], espectroscopia de masses (MS) [35, 36]
o electroquimica (ECD) [37, 38].

En la majoria dels treballs previs descrits per a la determinaci6 de paracetamol, es requereix
un pas d’extracci6 de fase solida [40-42] o liquid-liquid [43]. Els métodes d’extraccio,
normalment, necessiten grans volums de mostres, els quals consumeixen importants quantitats de
reactius, incloent solvents clorats, que donen com a resultat una enorme despesa en quant a
I’emmagatzematge dels residus , segregacid, eliminacio i protecciéo mediambiental. Una reducciod
de reactius 1 solvents a I’inici seria un avantatge afegit al métode. A més, per que un metode
d’extraccid resulte satisfactori, tant la separacido de I’analit de la matriu com I’atrapament o
concentracio de I’analit, abans de I’analisi, deuen ser optimitzades. En conclusio, els procediments
d’extraccié consumeixen temps, poden ser costosos economicament i introdueixen fonts d’error

addicionals.

La cromatografia liquida micellar (CLM) utilitzant fases mobils que contenen una
concentracid de tensioactiu per damunt de la cmc és un metode alternatiu a "HPLC. La capacitat
de solubilitzaci6 de les micelles €s una de les seues propietats més importants i proporciona la
injeccid directa de mostres sense tractar, com son sérum, orina i medicaments. L’inconvenient
més important de la CLM ¢és la baixa eficacia, la qual es pot millorar per 1’adicié de xicotetes
quantitats d’alcohols de cadena curta (com 1-propanol, 1-butanol o 1-pentanol). La CLM ha
demostrat ser util com a técnica en la determinacié de diversos grups de substancies injectades

directament en el sistema cromatografic [44-49].
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El proposit d’este treball va ser desenvolupar un métode de CLM-ECD per a una rapida
deteccio i1 determinaci6 de paracetamol en mostres de seérum, orina i preparats farmaceutics. La
injecci6 directa de les mostres simplifica el me¢tode ila ECD augmenta la sensibilitat i selectivitat
de la determinaci6 en estes tres matrius diferents. També s’ha realitzat una comparacié amb la
deteccio UV. El métode proposat és util per a determinar el paracetamol en els camps de la

monitoritzacio clinica, mostres forenses i control de qualitat farmaceutica.

0
HO @—NH—&—CHS

Figura I11.4.1. Estructura quimica del paracetamol

I11.4.2. Part experimental

II1.4.2.1. Reactius

El paracetamol es va comprar de Fluka Chemie Ag (Buchs, Suissa). La solucié contenint
100 ug mL™" del compost es va preparar en aigua destil-lada-desionitzada i convenientment diluida
abans de I’analisi. Les fases mobils micel-lars es van preparar utilitzant dodecilsulfat sodic (99%
puresa) de Merck (Darmstadt, Germany). La sal del tamp6 va ser dihidrogen fosfat de sodi, i com
a modificadors organics es van utilitzar 1-propanol, 1-butanoli 1-pentanol (Merck). Per a ’ECD
es va afegir clorur de potassi (Merck) com electrolit. Per a la comparaci6é proposada, es van
preparar fases mobils aquo-organiques utilitzant acetonitril, metanol (Merck) i1 acid orto-fosforic
de Panreac (Barcelona, Espanya). Totes les solucions es van filtrar a través de membranes de

nylon de 0,45 pm (Micron Separations, Westboro, MA) i emmagatzemades a 4°C.
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111.4.2.2. Instrumentacio

Les mesures del pH es van realitzar amb un GLP 22 de Crison (Barcelona), equipat amb un
electrode combinat de Ag/AgCl/vidre. La balanca utilitzada va ser Mettler-Toledo AX105 Delta-
Range (Greifensee, Switzerland). L’agitador i l'ultrasons eren de Selecta (Barcelona). El
cromatograf, un model de Agilent Technologies 1100 (Palo Alto, CA, USA) estava equipat amb
una bomba quaternaria (de 0 a 5 mL min™"), un desgasificador per a la fase mobil, un autoinjector
(de 0 a 50 pL) 1 finalment, acoblat amb un detector UV-Visible (de 200 a 700 nm) i ECD (£ 2 V)
detectors. Tots els experiments es van realitzar utilitzant una columna Kromasil C18 amb un
tamany de particula de 5 pm, 250 mm x 4,6 mm i.d. de Scharlab (Barcelona). Les senyals
cromatografiques van ser adquirides 1 tractades amb un programa Agilent (Rev. 11), el qual es
va utilitzar també en la integracio dels pics. Estes dades van ser posteriorment introduides en el
Michrom [50], per a realitzar I’optimitzacio. L’Excel es va usar en la validaciéo del metode i en

altres calculs.

111.4.2.3. Preparacio de les mostres

En la determinaci6 del paracetamol en s€rum i orina, les analisis es van realitzar en pocs mL
de sérum o orina, diluits en una relacié 1/10 amb 100 mM SDS. Les mostres de medicaments
estaven presentades com pindoles, capsules, xarops 1 gel. Els comprimits es van moldre i es va
realitzar una pesada exacta d’este material o del contingut de les capsules, equivalent a 100 mg
L™ de paracetamol, la qual es va dissoldre en SDS 100 mM . Els xarops es van diluir en SDS 100
mM . La preparacié de la mostra de gel es va realitzar mesclant 2 g amb una dissolucidé que
contenia SDS 100 mM . Després de la dissolucid, les mostres es van extraure en un bany
d’ultrasons a temperatura ambient, es van diluir, es van filtrar en els vials de I’autoinjector a través
de membranes de nylon de 0,45 pm (Micro Separations), i finalment, es van injectar directament

en el cromatograf.
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111.4.2.4. Meétodes

La fase mobil micel-lar recomanada per a la determinacié de paracetamol va ser SDS 150
mM - 6% (v/v) 1-pentanol - NaH,PO, 10 mM a pH 7 - KC1 1 mM. La velocitat de flux, el volum
d’injeccio i la temperatura de la columna van ser 1 mL min”, 20 pL i 25°C, respectivament. La
senyal es va registrar a 265 nm 1 500 mV amb els detectors UV 1 ECD, respectivament. Mentre
es treballava amb ECD, un dels principals objectius va ser mantindre la superficie de la cella lliure
de contaminacié per a mantindre una bona repetitivitat, precisid i una linia de base suau.
Generalment, no es requereix una neteja freqiient, perd per a mantindre una linia de base llisa, el
ECD es va netejar pel métode recomanat proporcionat per Agilent Inc. Els resultats obtinguts
amb el métode de CLM proposat aci es van comparar amb aquells obtinguts utilitzant el m¢tode
d’extraccié recomanat per Papadoyannis [12] i posteriorment es va determinar pels métodes de
RP-HPLC recomanat per [51], per als medicaments, i el de Vacha [52] i Papadoyannis [12] per

al sérum 1 orina, respectivament.

111.4.3. Resultats i discussio

111.4.3. 1. Optimitzacio del potencial per I’ED

Per tal d’establir el potencial d’oxidaci6é que done la millor sensibilitat per a la detecci6 de
paracetamol, es va variar el potencial aplicat de 100 a 800 mV, en intervals de 50 mV. A cada
voltatge es van realitzar injeccions per triplicat en fases mobils composades de 100 mM SDS - 7%
(v/v) 1-propanol, 100 mM SDS - 4% (v/v) 1-butanol 1 100 mM SDS - 4% (v/v) 1-pentanol,
tamponades a pH 7, 5 13. Es van mesurar els temps de retencio, ’area del pic, eficacies i factors
d’asimetria, els quals van indicar, en primer lloc, que els compostos comencen a oxidar-se a

potencials sobre els 200 mV, i en segon lloc, que els valors maxims de 1’area del pic i I’eficacia
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es mantenien invariables en I’interval de 500 a 800 mV, mentre el factor de capacitat i els factors
d’asimetria permaneixien constants. A pesar de tot, quan es treballava en mostres de sérum, orina
1 medicaments sense cap classe de pre-tractament, es aconsellable treballar al potencial més baix
possible sense perdues de sensibilitat, és a dir, en este cas 500 mV, d’esta manera, tenint un

potencial sobre els 500 mV, es redueixen els riscos de qualsevol compost oxidable interferent.

111.4.3.2. Influéncia del pH i de les concentracions de SDS i modificador

El paracetamol és un acid debil (log Ka = -9.5) amb un equilibri entre dos formes, una no
carregada iuna altra carregada negativament. En I’interval normal de treball de les columnes C18
(pH 3 a7), les molecules del tensioactiu SDS estan carregades negativament. Aixi, el paracetamol
en presencia de SDS augmenta el valor de pKa al voltant de 2 unitats i1 aixo significa, primer, que
el paracetamol no carregat és la molécula predominant a pH 7, 5 1 3, i en segon lloc, no n’hi
hauran canvis en el comportament de retencié d’esta molecula utilitzant qualsevol d’estos tres
valors de pH. Experimentalment, no es van observar canvis en el factor de capacitat (k), eficacia
(N) o factor d’asimetria (B/A) a I'utilitzar fases mobils que contenien SDS 100 mM 1 els
modificadors (%, v/v) 1-propanol (7), 1-butanol (4) 1 1-pentanol (4), tamponat a pH 7, 513. Es
va decidir que els proxims estudis es durien a terme a pH 7 perqué és més adequat per a la
conservacio de la columna. A més, el paracetamol és una substancia hidrofilica, amb un valor de
log P, de 0,47 , 1 aix0 significa que utilitzant columnes C18 i fases mobils micel-lars, esta

substancia deura aparéixer prop o en el volum mort.

Es va estudiar I’efecte de la concentracido del SDS en la determinaci6é del paracetamol
utilitzant fases mobils que contenien de 50 a 150 mM de SDS, i es van obtindre els valors
cromatografics de k, N 1 B/A. Quan s’augmentava la concentracié de SDS, es va observar una
disminucié en la retencio del paracetamol. Amb una concentracié de SDS 50 mM el factor de
capacitat era 1,3 , mentre que el temps de retencio era inferior a 0,8 quan la concentracié de SDS
s’augmentava a 150 mM. No n’hi ha un canvi marcat en I’eficacia, la qual estava al voltant de

2.700. Per una altra banda, els resultats d’utilitzar fases mobils que contenen 100 mM SDS - 7%
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(v/v) 1-propanol - pH 7, 100 mM SDS - 4% (v/v) 1-butanol - pH 7 1 100 mM SDS - 4% (v/v) 1-
pentanol - pH 7 van indicar que el canvi en el factor de capacitat estava en I'interval de 0,5 a 1,2
(el temps de retenci6 estava entre 3 14 min), els factors d’asimetria estaven al voltant de 1,2 , pero
les eficacies van augmentar en el segiient ordre: propanol (3.000), butanol (4.000) i pentanol
(5.000). Per a esta substancia hidrofilica, el comportament cromatografic en fases mobils de SDS
- 1-pentanol - pH 7 combinen factors de capacitat menuts amb les eficacies més altes 1 aixo permet

una rapida i sensible determinacié per CLM del paracetamol.

111.4.3.3. Comportament dels blancs del sérum i orina

Les mostres de serum i orina, quan son injectades directament en el sistema CLM amb
deteccio UV 1 ED, donen una banda situada en els primers minuts del cromatograma. La banda
del sérum, la qual conté proteines, elueix un minut després de la banda de 1’orina a I’inici del
cromatograma, per la qual cosa, I’explicacio seglient es centra en el serum. No es discuteix la
banda de I’orina perque presenta un comportament similar. Aixi, utilitzant fases mobils de SDS
(mM) - (%, v/v) 1-pentanol - pH 7 ideteccidé UV, el final de la banda de la proteina canvia de 3,5
a2,5en 50-21150-6, respectivament. En I’optimitzacio de la fase mobil es van considerar també

els canvis observats en les bandes del sérum 1 orina.

111.4.3.4. Optimitzacio de la fase mobil

L’optimitzacio de la fase mobil considera les condicions que oferisquen un analisi simple,
rapid, aixi com també economic, del paracetamol en mostres de sérum, orina i medicaments, tenint
en compte els pics que corresponen a I’analit 1a la matriu per tal d’obtindre una maxima resolucio.
Les fases mobils utilitzades en este estudi, contenint SDS (mM) - 1-pentanol (%, v/v), van ser 50-
2, 50-6, 150-2, 150-6, 100-4, 100-3, 100-5. Totes les fases mobils van ser tamponades a pH 7
utilitzant dihidrogen fosfat sodic 10 mM. En estes fases mobils, es van mesurar el factor de

capacitat (k), eficacia (V) 1 factor d’asimetria (B/A4) en els cromatogrames individuals obtinguts
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per a I’analit. El volum mort es va determinar com el valor mitja de la primera desviacid
significativa de la linia de base en els cromatogrames de I’analit. La selecci6 de la fase mobil va
ser enormement facilitada per la capacitat de la CLM de predir la retencid dels compostos
utilitzant equacions simples. Per a estes prediccions [50] es va utilitzar el model de I’Equacié

I11.4.1:

logk=c,+¢,[M]+c,+c, [M]+cy, ¢ Eq. II1.4.1

on k és el factor de retencid, M i@ sOn les concentracions de tensioactiu i alcohol, respectivament,
1¢y, €, Cy, Cpy, Cy, SON els coeficients d’ajust. Esta equacid va ser ajustada no linealment segons
el metode de Powell [54], utilitzant les dades de retencid obtingudes de les injeccions de les
solucions del paracetamol i la banda de les proteines en les set fases mobils indicades anteriorment
les quals contenien SDS - 1-pentanol. En tots els casos, els factors de retencio (k) i les eficacies
(N) es van mesurar d’acord a Foley i Dorsey [55]. Els factors d’asimetria (B/A4), amb B definit
com la distancia entre el centre i el final de la cua i1 A la distancia entre el centre 1 el final del
principi del pic cromatografic, eren mesurats al 10% de ’altura del pic. L exacta prediccio6 de la
retencid segons I’Equacio I11.4.1 permet I’aplicacidé d’un métode interpretatiu per a predir la

resolucié optima, seguint un criteri el qual utilitza la relacié entre les valls dels pics (Eq. 111.4.2

[56]).

X

_ n-1 i,i+l
F= H i=1
E Xi,i+1

n-1

n-1 Eq. 111.4.2

onX;;,,=1-(h,/h,), h, ésI’altura de la vall entre dos pics adjacents (la banda de la matriu i el
pic del paracetamol) 1 h, és I’altura interpolada entre el maxim dels dos pics mesurats a ’abcissa
de la vall. La funcié global de resolucid, r, pot variar de 0 a 1 i la proximitat a 1 indica la

realitzacié de la separacio. La funci6 es va maximitzar per a obtindre la fase mobil optima.
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La incorporacio de la forma dels pics cromatografics en el procés d’optimitzaci6 millora els
resultats. La fiable simulacié de la forma del pic per a qualsevol fase mobil de 1’espai variable es
va dur a terme amb la funcid6 Gaussiana asimétrica, on la desviacid estandard és una funciod

polinomial de primer grau (Eq. 111.4.3 [55, 57]).

t -t
R Eq. 111.4.3

1
h(t) = H exp|-—
() P 2( s, + 5,(¢ - 1tg)

on H it, son ’altura i el temps en el maxim del pic, respectivament, s, és la desviacié estandard
del pic Gaussia asimetric el qual descriu la regio central del pic experimental, s, un coeficient que
quantifica la seua distorsid. Els coeficients s, 1 s, estan relacionats amb I’eficacia i1 factor
d’asimetria. Estos parametres es van interpolar de les dades obtingudes en les tres fases mobils
experimentals més proximes a la fase mobil simulada. Utilitzant I’Eq. 1I1.4.1 1 el tractament
matematic descrit, ’error global relatiu en la prediccio dels factors de capacitat per al pic del

paracetamol 1 aquells corresponents a la banda de les proteines és de 2,8%.

El millor valor de resolucio es va obtindre amb SDS 50 mM - 2% 1-pentanol (» = 0,999),
pero el temps d’analisi en esta fase mobil va ser de 6 min. La fase mobil seleccionada com a
optima va ser 150 mM SDS - 6% 1-pentanol, el qual dona una excel-lent resolucio (r = 0,994)
1 ofereix el minim temps d’analisi (al voltant de 3 min). En esta fase mobil, el temps de retencid

del paracetamol és 2,6 min, el factor de capacitat 0,54 , I’eficacia 4.900 i el factor d’asimetria 1,3.

111.4.3.5. Linealitat
Es van construir les corbes de calibrat per al paracetamol utilitzant les mesures de les arees

dels pics cromatografics a sis concentracions en I'interval de 30 a 1.000 ng mL™" en mostres de

sérum 1 orina enfortides. En la Taula III.4.1 es donen les pendents, ordenades a I’origen i
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coeficients de regressio de les corbes de calibrat obtinguts utilitzant deteccié UV 1 ECD.

Taula I11.4.1. Parametres de calibracié i limits de deteccié (LODs en ng mL", criteri 3s)
per a la determinacio de paracetamol utilitzant el métode optimitzat CLM (150 mM

SDS - 6% (v/v) 1-pentanol - pH 7)

Detector Pendent Ordenada r LODs
uv 40,04 + 0,31 -1,19 £ 0,06 0,9999 14
ED 215, 7+ 0,78 -3,5+0,35 0,9996 0,2

111.4.3.6. Limits de deteccio i quantificacio

Els limits de deteccio (LODs, criteri 3s) es van avaluar per la injeccid de series de 10
dissolucions que contenien paracetamol a la concentracié més baixa de la corba de calibrat. La
Taula II1.4.1 mostra els LODs del paracetamol amb detecci6 ECD i1 UV. Els limits de
quantificacid (LOQ, criteri 10s) vanser de 13512 ng mL™" en els sistemes de deteccio UV i ECD.
Els valors del LOD i LOQ utilitzant deteccido UV van ser similars a aquells normalment publicats
en la bibliografia, 1 van indicar que la detecci6 1 quantificacié del paracetamol €s només possible
en medicaments; en les mostres de sérum i orina en les quals el paracetamol apareix a
concentracions baixes, es pot detectar perd no quantificar sense la introduccié de grans errors.
Per un altra banda, amb ECD, els dos valors van indicar que el paracetamol es detecta 1 quantifica
en les tres matrius (sérum, orina i medicaments) amb el meétode proposat en este apartat, tenint
en compte que les mostres es van injectar sense cap classe de pre-tractament, com extraccions,

etc.

111.4.3.7. Repetitivitat intra i inter-dia

La repetitivitat intra-dia del métode es va determinar preparant mostres de sérum i orina
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enfortides a tres concentracions diferents de paracetamol en I'interval de calibraci6 indicat
anteriorment. Es van fer 10 injeccions repetides de cada concentraci6. La repetitivitat inter-dia
es va realitzar a les mateixes concentracions que en I’assaig intra-dia, 1 es va repetir dia a dia
durant 5 dies. Els resultats es mostren en la Taula I11.4.2. La desviaci6 estandard relativa (R.S.D.,

%) va ser sempre inferior a 1,8.

Taula I11.4.2. Repetitivitat intra i inter-dia (R.S.D. %, n = 10) utilitzant tres
concentracions diferents de paracetamol (¢, = 250, ¢, = 125 i ¢; =50 ng mL™") i el métode

CLM-ECD optimitzat aplicat al sérum i orina

Intra-dia Inter-dia
Mostra
¢ ) C3 ¢ ¢, C3
Sérum 0,86 0,77 1,83 0,25 0,05 0,10
Orina 0,34 0,27 1,15 0,19 0,01 0,64

111.4.3.8. Determinacio en mostres de serum i ovina

Es va verificar I’aplicabilitat del métode CLM-ECD desenvolupat per a la rapida
determinaci6 del paracetamol en el seu analisi en mostres de s€rum 1 orina enfortides. Els resultats
mostrats en la Taula I11.4.3 indica que la determinacié en sérum i orina €s possible a nivells
normals després de I’administracié de medicaments que contenen paracetamol. Les recuperacions

obtingudes estaven prop del 100%.

La Figura I11.4.2 mostra els cromatogrames obtinguts en la determinacio de paracetamol en
mostres de serum enfortides. La Figura I11.4.2A mostra el cromatograma del blanc despres de la
injeccidé de mostres de serum enfortides en la fase mobil optima, 150 mM SDS - 6% (v/v) 1-
pentanol - pH 7, utilitzant el métode CLM-ECD. La banda corresponent al sérum apareix abans
de 3 min, 1 hi ha un segon pic a 3,5 min. La Figura III.4.2B mostra el cromatograma obtingut per

a la determinaci6 del paracetamol. El pic del paracetamol apareix al 2,6 min i no apareix interferit
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ni per la banda de la proteina ni pel segon pic. La Figura 111.4.2C i I11.4.2D mostra els
cromatogrames obtinguts quan la determinacié es du a terme utilitzant el mé¢tode CLM-UV. El
blanc del sérum a 265 nm mostra més pics 1 té un area més gran que aquells corresponents a ’ED
(FiguraI11.4.2C) 1, amés, el pic del paracetamol se solapa en la banda del sérum (Figura I11.4.2D).
El temps d’analisi en el nostre métode CLM-ED ¢és 3 min, més rapid que aquells obtinguts amb
altres metodes publicats per a la determinacid de paracetamol, per exemple el metode de

referéncia [52] requereix de 10 min i un pas d’extraccio.

La Figura II1.4.3 mostra els cromatogrames obtinguts en la determinacié del paracetamol
en mostres d’orina. La Figura III1.4.3A ¢és el blanc de ’orina amb CLM-ECD. Tal i com es pot
observar quan es compara amb la Figura I11.4.2A, el blanc del sérum mostra la preséncia de la
gran varietat de compostos oxidables. En orina, I’aplicacié del m¢tode CLM-ECD permet la
determinaci6 del paracetamoliels pics del blanc poden separar-se de forma satisfactoria, talicom
es mostra en la Figura I11.4.3B. La Figura I11.4.3C 1 111.4.3D mostra els cromatogrames obtinguts
amb el me¢tode CLM-UV. Es pot observar com el paracetamol és quasi co-eluit amb el final de

la banda de ’orina.

Taula I11.4.3. Determinacio del paracetamol expressat com la concentracié d’analit
afegida (ng mL™") i trobada (ng mL"', mitjana + SD, n = 5) en mostres de sérum i orina

enfortides utilitzant el métode CLM-ECD

Mostra Addicionat Trobat

50 50,1+ 1,5
Seérum 125 125,3+£0,14
250 250,8 £ 1,2
50 50,5+ 1,4
Orina 125 1242+ 1,6
250 250+ 0,22
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Figura I11.4.2. Cromatogrames que mostren el blanc del serum (A) i el paracetamol
addicionat en sérum (B) utilitzant el métode CLM-ECD, o el blanc del sérum (C) i el
paracetamol addicionat en sérum (D) utilitzant el métode CLM-UYV. La fase mobil
micellar va ser 150 mM SDS - 6% (v/v) 1-pentanol - pH 7. La detecci6 va ser a 500 mV
en el metode ECD i a 265 nm en I’UV. P és el pic de paracetamol i BM la banda de la

matriu

160



Capitol II1.4
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Figura I11.4.3. Cromatogrames que mostren el blanc de orina (A) i el paracetamol
addicionat en orina (B) utilitzant el métode CLM-ECD, o el blanc d’orina (C) i el
paracetamol addicionat en orina (D) utilitzant el métode CLM-UYV. Per als altres detalls

mirar la Fig.111.4.2
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111.4.3.9. Determinacio en medicaments

Elsresultats obtinguts en I’analisi de set medicaments presentats com pindoles (Rinomicine),
comprimits (Febrectal, Combiflam and Bisolgrip), capsules (Termalgin), pols (Algidol) i xarop
(Apiretal) es mostren en la Taula I11.4.4. Els valors de la repetitivitat eren normalment inferiors
al 2% 1 les recuperacions estaven en concordanca amb aquells declarats que contenen un limit de

tolerancia de 92-106% per als dos detectors ED 1 UV.

La Figura I11.4.4 mostra els cromatogrames de dos medicaments: Combiflam (que conté
paracetamol i ibuprofen) 1 Rinomicine (paracetamol, clorfeniramina, fenilefrina i salicilamida),
analitzats utilitzant el métode CLM amb els detectors ED 1 UV. En estos i altres cromatogrames
es van observar els pics corresponents a les altres drogues que I’acompanyen, encara que no
interfereixen en ’analisi. Per exemple, en la Figura I11.4.4D el cromatograma mostra un segon pic

corresponent a la clorfeniramina present en el medicament Rinomicine.

111.4.3.10. Interferéncies estudiades

El paracetamol apareix junt a altres components en un gran nombre de medicaments i es co-
administra o ingereix amb altres substancies com acetazolamida, N-acetilcisteina, acid
acetilsalicilic, N-acetilprocainamida, amikacina, ampicilina, azorubina, barbital, acid benzoic,
cafeina, carbamazepina, carbaril, codeina, cloramfenicol, clorfeniramina, cocaina, fenoprofen,
gentamicina, ibuprofen, lidocaina, meprobamat, metoprolol, morfina, naproxen, oxazepam,
fenilefrina, sacarina, salicilamida, sulfametoxazol, tetraciclina, teofil-lina, acid valproic,
vancomicina, etc. Hi ha tres raons principals per la no interferéncia d’estes substancies en la
determinaci6 de paracetamol utilitzant el mé¢tode CLM-ECD. En primer lloc, si son altament
hidrofobiques, produeixen alts temps de retencidé: com per exemple en la Figura I11.4.4C 1
II1.4.4D. En segon lloc, si la substancia no ¢€s electroquimicament detectable, no apareix en el

metode CLM-ED: com per exemple, la clorfeniramina en la Figura I11.4.4C 1111.4.4D. Finalment,
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les substancies hidrofiliques no es retenen en columnes C18 quan s’utilitzen fases mobils

micel'lars, i elueixen en el volum mort.
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Taula I11.4.4. Determinacio de paracetamol en medicaments utilitzant el metode CLM-ECD

Preparat RSD ( %)
Composicio Recuperacié (%)
farmaceéutic (n=15)
Febrectal,
Almirall per comprimit: paracetamol 650 mg 102,1 0,4
Termalgin

per capsula: paracetamol 300 mg,
Novartis Farmac. 99,6 1,2
codeina fosfat 14,05 mg

Apiretal gotas, per 100 mL de xarop: paracetamol
Laboratory, ERN 650 mg, polietileneglicol, glicerol, 99,1 0,5

acid benzoic, azorubina

Combiflam
per comprimit: paracetamol 325 mg,

Aventis 102,4 0,7
ibuprofen 400 mg
per pindola: paracetamol 150 mg,

Rinomicine

clorfeniramina maleat 4 mg,

Fardi 100,1 0,9
fenilefrina 10 mg, salicilamida 150
mg

per comprimit: paracetamol 500 mg,
Bisolgrip

Fher, SA, Spain

clorfeniramina maleat 2 mg, 101,1 0,4

fenilefrina 10 mg, sacarina 30 mg.

per sachet: paracetamol 650 mg,

Algidol
codeine phosphate 10mg,

Berenguer 98,5 1,2
acetylsalysilic acid 500 mg
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p (A) p (B)

P ©) (D)

Figura I11.4.4. Cromatogrames obtinguts en la determinacié dels preparats farmaceutics
Combiflam amb els métodes CLM-ECD (A) i CLM-UV (B), i Rinomicine (C) i (D) amb
els mateixos métodes, respectivament. C és el pic de la clorfeniramina. Per als altres

detalls, mirar la Fig. 111.4.2
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111.4.4. Conclusions

En CLM, la varietat de possibles interaccions fa d’esta teécnica altament versatil una
alternativa a ’'HPLC convencional, i aixi resulta convenient per a I’analisi d’un ample interval de
soluts. L’adici6 d’alcohols a la fase micel-lar pot donar com a resultat una interaccio addicional
amb el solut. El principal avantatge del metode desenvolupat aci és la injeccio directa de mostres
biologiques (sérum i orina) aixi com també de les mostres farmaceutiques per la solubilitzacié de
les proteines i altres compostos de la matriu. Un altre avantatge €s la poca quantitat de solvents
organics utilitzats, els quals redueixen la toxicitat, inflamabilitat, impacte medi ambiental i costos

de les fases mobils.

En els estudis d’optimitzacié de la fase mobil es va seleccionar el pH 7, el tensioactiu SDS,
el modificador 1-pentanoli 500 mV o 265 nm per als métodes CLM-ECD o UV, respectivament.
L’0s d’una estratégia interpretativa en I’optimitzacio de la fase mobil redueix I’esfor¢ experimental
necesari per a obtindre les millors condicions. Per a la determinacié del paracetamol en sérum,
orina i medicaments, es va seleccionar la fase mobil 150 mM SDS - 6% (v/v) 1-pentanol - pH 7,
en la qual els components de la matriu 1 el paracetamol apareixen ben resolts, el temps d’analisi
¢s inferior a 3 min, la correlacid és bona (r > 0,999) 1 la repetitivitat intra i inter-dia €s adequada
(< 1,8%). EI LOD 1 LOQ en UV només permet determinar el paracetamol en mostres
farmaceutiques. Amb deteccid UV, els pics de la matriu interfereixen amb el pic del paracetamol.
Pero, quan s’utilitza CLM-ECD no s’observa el solapament de la matriu 1 del paracetamol, i el
LOD 1 LOQ s6n convenients en mostres de s€rum, orina i medicaments. Quan s’aplica el métode
CLM-ED a mostres de sérum i orina enfortides, els resultats depenen de la quantitat afegida i,
quan s’aplica als medicaments, ofereix recuperacions proximes al 100%. Finalment, els resultats
del métode CLM es van comparar amb aquells obtinguts utilitzant diferents meétodes d’HPLC
aquo-organics, i es van obtindre resultats similars. El métode de CLM-ED explicat en este capitol
per a la determinacié del paracetamol €s rapid, sensible, selectiu, precis 1 util per a mostres de
sérum, orina i medicaments en els camps de la monitoritzacid, farmacologia, patologia o

toxicologia.
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MONITORITZACIO DE BRONCODILATADORS AMB INJECCIO
DIRECTA

Resum. S’ha desenvolupat un métode per a la determinaci6 de cafeina i teofil-lina utilitzant una
columna Ci; (5 pm, 250 mm x 4,6 mm) i cromatografia liquida micel-lar amb fases mobils
hibrides que contenen SDS i 1-propanol, 1-butanol o 1-pentanol com a modificadors. La deteccid
es du a terme amb un detector de longitud d’ona variable UV-Vis a 272 nm. Després de
I’aplicaciéo d’una estratégia interpretativa per a la seleccio de la fase mobil optima, cafeina i
teofil-lina es van resoldre i determinar en mostres de sérum per injeccio directa, utilitzant una fase
mobil formada de 50 mM SDS - 2,5% (v/v) 1-propanol - 10 mM KH,PO, - pH 7, amb un temps
d’analisi inferior a 5 min. La calibracié va ser lineal en el rang de 0,05 a 50 ug mL™"' amb r >
0,999. Es va estudiar I’avaluaci6 estadistica del metode realitzant calibracions intra-dia (n = 6)
iinter-dia (n=7) que van resultar adequades, amb resultats altament precisos i exactes. El metode
proposat va ser satisfactoriament validat 1 aplicat a la determinacié de cafeina i teofil-lina en

mostres de sérum de pacients tractats amb broncodilatadors.
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II1.5.1. Introduccio

Les metilxantines son una classe de drogues que afecten al funcionament pulmonar. La
cafeina (1, 3, 7-trimetilxantina) i la teofil-lina (1, 3-dimetilxantina) estan omnipresents en la dieta
humana i son les substancies psicoactives més ampliament consumides. La cafeina és una droga
addictiva i, entre les seues varies accions, actua utilitzant els mateixos mecanismes que aquells
empleats per les amfetamines, la cocaina i ’heroina per estimular el cervell. Els efectes de la
cafeina son més lleus que aquells produits per amfetamines, cocaina i heroina perd manipulen els
mateixos canals 1 esta és una de les raons de les qualitats addictives de la cafeina. L estimulacio
del sistema nervios central per la teofil-lina és més profunda i més perillosa que la cafeina 1 apareix
en la llista de substancies prohibides en ’esport. Aixi, la determinaci6 de les metilxantines és
interessant en la monitoritzacio tant en el camp toxicologic com en el del dopatge [1-8], a més

de en el camp de les drogues terapeutiques.

S’han realitzat nombrosos metodes analitics per ’analisi de cafeina i teofil-lina en fluids
biologics [9-36], incloent HPLC convencional o RP-HPLC [9-23], GC [23] acoblat amb MS
(GC-MS) [24, 25], CE [26-28], teécniques d’immunoassaig [22, 23, 29-33], técniques
espectrofotomeétriques [34, 35] o técniques amperometriques [36]. També s’ha realitzat una
comparacio de diferents meétodes analitics [22, 23] perdo 'HPLC sembla ser el métode més
popular per a la determinaci6 d’estos compostos en mostres de sérum utilitzant deteccio
ultravioleta [9-13, 16-23], detecci6 fosforimetrica[14], MS [15] o columnes modificades [9, 16].
Els métodes en gradient d’elucid [18] 1 d’intercanvi de columnes [15] poden resoldre moltes
interferéncies pero, en general, estos metodes utilitzen molt més temps que els metodes isocratics.
No obstant, la determinaci6 de cafeina i teofil-lina en fluids biologics presenta problemes analitics,
com soOn la preseéncia de metabolits estructuralment similars 1 la variabilitat individual en el model
metabolic, en conjuncié amb el fet que estos compostos poden només estar presents en baixes
concentracions en les mostres, la qual cosa dificulta I’extracci6 de les matrius que contenen una
gran varietat de compostos quimicament diferents [17]. Per una altra banda, la determinacié

cromatografica requereix un pas que inclou metodes d’extracci6 HPLC per a la cafeina 1, en el
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cas de la teofil-lina, extraccio en fase solida (SPE) [10, 13, 19, 21] aixi com també extraccid
liquid-liquid (LLE) [11, 17, 18, 20]. Estos metodes d’extracci6 son tediosos, consumeixen temps,
son necessaris grans volums de mostra, consumeixen importants quantitats de reactius, incloent
solvents clorats que donen com a resultat una enorme despesa en quant al magatzematge dels
residus , segregacid, eliminaci6 i1 proteccid mediambiental. Una reduccid de reactius i solvents a
I'inici seria un avantatge afegit al meétode. A més, per que un metode d’extraccid resulte
satisfactori, tant la separaci6 de I’analit de la matriu com I’atrapament o concentraci6 de I’analit,
abans de l’analisi, deuen ser optimitzades. En conclusio, els procediments d’extraccid

consumeixen temps, poden ser costosos economicament i introdueixen fonts d’error addicionals.

La CLM ¢és un métode alternatiu a la cromatografia liquida convencional. L’utilitzacio de
la CLM per a la separaci6 de diferents mostres esta arribant a ser molt generalitzada ja que ofereix
un gran nombre d’avantatges respecte a ’HPLC. Estos inclouen, per exemple, els baixos costos
1toxicitat de les fases mobils degut a la xicoteta quantitat de solvent empleada en les fases mobils,
I’augment de la selectivitat i la separaci6 simultania de compostos hidrofobics 1 hidrofilics. Una
de les aplicacions principals de la CLM ¢és la possibilitat de realitzar una injeccid directa de
mostres formades per material biologic en la columna, per la capacitat que tenen els agregats
micel'lars de dissoldre les proteines i altres compostos de la mostra [37]. Esta técnica ha
demostrat ser molt util en la determinacio de diversos grups de drogues, com so6n antihistaminics,
barbiturics, benzodiazepines, carbamats, diurétics, fenetilamines 1 corticosteroids en mostres de
seérum, orina i medicaments [38-44]. En la majoria dels casos, s’ha utilitzat el dodecilsulfat sodic
(SDS) mesclat amb un modificador organic, com ¢€s el 1-propanol en el cas dels soluts més
hidrofilics, i el 1-butanol o el 1-pentanol per a disminuir els temps de retencio d’els soluts més

hidrofobics.

El proposit del present treball va ser desenvolupar un métode de CLM simple 1 sensible
per aladeteccio i determinacié de cafeina i teofil lina en sérum amb I’injeccié directa de la mostra,
la qual cosa simplifica de manera positiva la determinaci6 d’estos compostos. En el métode descrit
s’ha utilitzat una fase mobil de SDS amb un modificador i deteccido UV. Este métode pot ser util

per a ’analisi de cafeina i teofil-lina en el camp de la monitoritzacio, toxicologia forense i clinica.
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I11.5.2. Part experimental

II1.5.2.1. Reactius

La cafeina i la teofil'lina van ser comprades de Sigma (St. Louis, MO, USA). Les
solucions dels dos compostos es van preparar dissolent I’analit en uns pocs mililitres de metanol
i posteriorment diluint de manera adequada amb aigua per a I’analisi. Els reactius utilitzats per a
preparar les fases mobils van ser dodecilsulfat sodic (99% de puresa, Merck, Darmstadt,
Alemanya), metanol, 1-propanol, 1-butanol o 1-pentanol de Scharlab (Barcelona, Espanya),
hidrogenfosfat disodic 1 acid clorhidric de Panreac (Barcelona). Les solucions estandard iles fases
mobils es van filtrar a través de membranes de nylon de 0,45 pm de 12 1 45 mm de diametre
(Micron Separations, Westboro, MA, USA), respectivament. Es va utilitzar aigua

destil-lada-desionitzada (Barnstead, Sybron, Boston, MA, USA).

I11.5.2.2. Instrumentacio

Les mesures del pH es van realitzar amb un GLP 22 de Crison (Barcelona), equipat amb
un electrode combinat de Ag/AgCl/vidre. L’agitador 11’ultrasons eren de Selecta (Barcelona). El
cromatograf, un model de Agilent Technologies 1100 (Palo Alto, CA, USA) estava equipat amb
una bomba quaternaria, un autoinjector amb vials de 2 mL adequats per a una valvula Rheodyne
(Cotati, CA, USA) i un detector UV-visible. Tots els experiments es van realitzar utilitzant una
columna Kromasil C,; amb un tamany de particula de 5 pm, 250 mm % 4,6 mm i.d. de Scharlab
(Barcelona). La velocitat de flux va ser d’1,0 mL min™ i el volum d’injecci6 de 20 pL. La deteccio

UV es va fer a 272 nm.
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111.5.2.3. Preparacio de les mostres

La sang es va arreplegar en contenidors de vidre sense cap tipus d’additius i es va deixar
coagular durant 1/2 hora a temperatura ambient abans de separar el serum per centrifugaci6 a
3.000 rpm durant 5 min a 5°C. Dins de les 8 hores després de la recollida, el serum es va repartir
en aliquotes d’1 mL en vials esterils i van ser utilitzats per a I’analisi o congelats a -80°C.
L’injecci6 de les mostres es va realitzar en un periode maxim de 24 hores. L’optimitzacioé del
metode es va realitzar en mostres de s€ruma les quals se’ls havien afegit quantitats conegudes (25

pg mL™") dels compostos.

L’alta senyal de fons deguda a la banda de les proteines del sérum pot dificultar la
separacio i deteccio de cafeina iteofil lina, bé per danyar el material de la columna o bé per donar
una reproduibilitat molt pobra. La injeccio directa de les mostres de sérum enfortides (sense cap
dilucid) van dificultar principalment la deteccioé perque la banda de les proteines és molt ampla 1
la rapida eluci6 de la teofil-lina feia que apareguera co-eluida amb la banda de les proteines. Pero,
una dilucié 1/10 de les mostres de serum enfortides amb la fase mobil micellar usada, va reduir
I’amplada de la banda de les proteines permetent la deteccio dels compostos. En estes condicions,
els temps de retencié van permanéixer sense canvis després d’al menys 500 injeccions en el
sistema cromatografic. Abans de I’injeccid, les mostres de serum es van filtrar directament en els

vials de I’autoinjector a través de membranes de nylon de 0,45 pm.

111.5.2.4. Programa utilitzat en el tractament de les dades

En cada cromatograma individual obtingut de cada fase mobil, es van mesurar el factor
de capacitat (k), eficacia (), factor d’asimetria (B/4) i temps mort (determinat com el valor mitja
de la primera desviaci6 significativa de la linia de base). Per al control instrumental, I’adquisicid
itractament de les dades cromatografiques, es va utilitzar un PC connectat al cromatografa través

d’una HP Chemstation d’Agilent (versio A.09). El programa Michrom es va utilitzar per fer els
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estudis d’optimitzacio [45] i ’Excel® es va emprar en altres calculs.

111.5.2.5. Métode de cromatografia liquida micel lar recomanat

La fase mobil micel lar seleccionada va ser 50 mM SDS - 2,5% (v/v) 1-propanol - 10 mM
KH,PO, - pH 7 (ajustada abans de I’addicié de I’alcohol), amb una velocitat de flux d’1 mL min™,

la columna termostatitzada a 25°C, un volum d’injeccié de 20 pL 1una longitud d’ona de deteccio

de 272 nm.

II1.5.3. Resultats i discussio

111.5.3.1. Efecte del pH i del coeficient de particié octanol-aigua

Les constants de protonaci6 (Taula I11.5.1) de cafeina i teofil lina mostren dos equilibris
acid-base [46]. En medis micel-lars de SDS estos valors estan desplagats al voltant de 1-2 unitats
de pH. A més, I'interval de pH de treball d’una columna C,; sense modificar es de 3 a 7. Aixi, la
cafeina 1 la teofil lina estan monocarregades positivament en els intervals de 3 a7ide 5 a7,
respectivament. Els experiments realitzats utilitzant una fase mobil micel-lar pura de SDS 100 mM
1 fases mobils micel lars hibrides de SDS 100 mM - 4% (v/v) 1-propanol, SDS 100 mM - 4% (v/v)
I-butanol 1 SDS 100 mM - 4% (v/v) 1-pentanol tamponat a pH 3, 5 17 van indicar que els factors
de capacitat no depenen del pH. Este comportament s’ha confirmat per comparaciéo amb altres
fases mobils analitzades a diferents pH en el pas d’optimitzacio. Aixi, es va seleccionar el pH 7

com a pH optim, ja que és el més adequat per al manteniment de la columna.

Els coeficients de particié octanol-aigua, log P, ,,, mostrats en la Taula III.5.1 van indicar

o/w?

que els dos analits son substancies hidrofiliques. Pero el baix valor per la teofil-lina (-0,02), en
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comparacié amb el valor per la cafeina (0,07), van indicar que ’ordre d’eluci6é deu ser primer
teofil-lina 1 després cafeina. En totes les fases mobils analitzades, tant experimentalment o
mitjancant simulacid, es va mantindre este ordre 1 no es van observar canvis en la selectivitat.
Finalment, la preséncia de les carregues positives interaccionant amb les carregues negatives del
SDS permet que estes substancies hidrofiliques puguen ser determinades utilitzant la CLM.

Taula IIL.5.1. Estructura, valors de pK, i log P,,, de cafeina i teofil lina

/w

Compost Estructura pK, log P,

S .
Cafeina C}\ | | 0,6i14 0,07
M

H
[
o0
cH, o
g a
Teofil-lina ﬁl\ | |N 35186  -0,02
I
[

111.5.3.2. Efecte de la concentracio de SDS

En la CLM I’eficacia és inversament proporcional a la concentracio de SDS i els factors
de retencio disminueixen a I’augmentar la concentracié de tensioactiu. Esta mateixa tendéncia la
van seguir la cafeina ila teofil-lina. Per exemple, en la fase mobil micel-lar pura de SDS 50 mM-
pH 7 els valors del factor de capacitat i eficacia van ser de 4,05 1 900, 1 2,55 1 2.000 per a la
cafeina i teofil-lina, respectivament, 1 utilitzant SDS 150 M-pH 7 els valors van canviar a 2,45 i

650,11,611.700 per a les dos substancies. El factor de capacitat disminueix en 1,6 min i I’eficacia
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en 300 unitats.

111.5.3.3. Efecte dels modificadors

En la CLM, normalment s’addiciona una xicoteta quantitat d’alcohols de cadena curta
com a modificador, amb la finalitat d’augmentar I’eficacia i asimetria aixi com tamb¢ disminuir
el factor de capacitat i, per tant, el temps d’analisi. Este factor millora el comportament
cromatografic en conjunt dels compostos individuals estudiats i1 permet la modulaci6 del

comportament cromatografic.

En el cas de cafeina i teofil-lina, es van estudiar els efectes de tres modificadors organics,
1-propanol, 1-butanoli 1-pentanol. Utilitzant 50 mM SDS-pH 7, sila concentraci6 de 1-propanol
s 2,5% (v/v) el temps de retencio 1 I’eficacia van ser de 2,46 1 2.100 per a la cafeina, 1 de 1,49 i
3.550 per a la teofil'lina (Figura II1.5.1a 1 IIL.5.1b, respectivament). Quan s’augmenta la
concentracié de 1-propanoldel 2,5% al 12,5% (v/v), t, 1 N disminueix i augmenta, respectivament,
0,8614.600,10,73 15.200 per als dos compostos (vore les Figures I11.5.1a i II1.5.1b una altra
volta). Utilitzant SDS 50 mM-pH 7 1 2% (v/v) 1-pentanol, un modificador de cadena llarga, #; 1
N obtinguts van ser de 0,7213.230,10,614.200 per a la cafeina i teofil-lina, respectivament, pero
a 'augmentar la concentracié del pentanol al 6% (v/v) estos dos parametres permaneixen
constants i el mateix comportament es va observar utilitzant SDS 50 mM.-.1-butanol 11 7% (v/v)

- pH 7. Cal senyalar que en el 1-butanol o 1-pentanol, el factor de capacitat és molt xicotet.

El comportament descrit aci es va observar revisant totes les altres fases mobils que
contenen SDS amb 1-propanol, 1-butanol o 1-pentanol. La cafeina i la teofil-lina son substancies
hidrofiliques que prefereixen interaccionar amb el solvent aquos de la fase mobil més que en les
micel'les, 1 si s’utilitzen el 1-butanol o 1-pentanol, degut a la seua alta forca d’elucid, els dos
compostos apareixen prop o en el temps mort. Només el 1-propanol ofereix la possibilitat de
modelar el comportament cromatografic dels dos compostos per tal d’obtindre el cromatograma

optim, en el qual resolucions 1 eficacies son maximitzades i el temps d’analisi minimitzat.
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2 T T T T T
2.5 5.0 7.5 10.0 12.5
Propanol , %
5500 - (b)
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1
3500
2
2500 -
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2.5 5.0 7.5 10.0 12.5

Propanol , %

Figura II1.5.1. Efecte de la concentracié de 1-propanol en el factor de retencio (a) i en
I’eficacia (b) en la separacié dels broncodilatadors cafeina (1) i teofil lina (2). Les fases

mobils sé6n SDS 50 mM - % (v/v) 1-propanol - 10 mM KH,PO, a pH 7
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111.5.3.4. Estratégies d’optimitzacio i tractament matematic

La CLM t¢é la capacitat de predir la retencié dels compostos utilitzant equacions simples.
L’exacta prediccid del comportament de retencid, basada en un model comprovat, pot agilitzar
el procés per trobar la composicié Optima de la fase mobil per a la resoluci6 1 analisi dels dos
compostos, baix el criteri de minim temps d’analisi amb una adequada resolucio. Elmodel emprat

per a estes prediccions €s el segiient mostrat en ’Equacio I11.5.1 [45]:

k = Eq. I1L.5.1

on /M] 1 @ sén les concentracions de tensioactiu 1 modificador, i1 K¢ 1 K,,, corresponen a
I’equilibri entre el solut en aigua 1 la fase estacionaria o micel la, respectivament; K ,,,, 1 K,
mesuren la variacio relativa en la concentracidé del solut en aigua i les micelles degut a la
preséncia del modificador, en comparacio a la solucié micel-lar pura (sense modificador). Esta
equaci6 va ser ajustada de forma no lineal segons el meétode de Powell [47], utilitzant les dades
de retencio de les injeccions de les solucions de les drogues en huit fases mobils que contenen
SDS (mM) i 1-propanol (% , v/v): 50-2,5, 150-2,5 ,50-12,5, 150-12,5, 100-7,5 , 50-7,5 , 100-
2,5175-2,5 , totes contenint 10 mM fosfat a pH 7. Elblanc del sérum, la cafeina i la teofil lina van
ser cromatografiades en estes fases mobils 1 es van determinar els parametres cromatografics de
factor de capacitat, eficacia i asimetria. Cal remarcar que, en I’analisi de fluids fisiologics, les
dades cromatografiques dels compostos endogens i1 la banda de les proteines a I’inici del

cromatograma també es deuen considerar per a seleccionar la fase mobil.

L’exacta prediccio de la retencié d’acord amb I’equaci6 II1.5.1 va permetre aplicar un
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metode interpretatiu per a predir la resolucié optima (r), seguint un criteri que utilitza la relacio

vall-pic [48].

X,

_ n-1 i,i+l
F = H i=1
E Xi,i+1

n-1

n-1 Eq. I1L.5.2

on 7 ¢és la funcié global de resolucio, basada en diferents propietats, X;, ., =1 - (h, / h,), sent h,
’altura de la vall entre dos pics adjacents, 1 h, I’altura interpolada entre el maxim dels dos pics
mesurats a I’abcissa de la vall. La funci6 global de resolucio, r, pot variar de 0 a 1 i la proximitat
a 1 indica la realitzaci6 de la separacid. La funci6 es va maximitzar per a obtindre la fase mobil

optima.

La incorporaci6 de la forma dels pics cromatografics en el procés d’optimitzaci6é millora
els resultats. La fiable simulacio6 de la forma del pic per a qualsevol fase mobil de I’espai variable
es va dur a terme amb la funcié Gaussiana asimetrica /(?), on la desviacié estandard €s una funciéd

polinomial de primer grau [48]:

r -t
1 R Eq. I11.5.3
2\ s, + 5(F - tg)

h(t) = H exp|-

on ¢ és el temps, H 1 ¢, s6n D’altura i el temps en el maxim del pic, respectivament, s, €s la
desviaci6 estandard del pic Gaussia asimétric el qual descriu la regio central del pic experimental;
1 s, un coeficient que quantifica la seua distorsid. Els coeficients s, 1 s; estan relacionats amb

I’eficacia i1 factor d’asimetria. Estos parametres es van interpolar de les dades obtingudes en les
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tres fases mobils experimentals més proximes a la fase mobil simulada. Utilitzant I’Equaci6 I11.5.1
iel tractament matematic descrit, I’error global relatiu en la prediccio dels factors de capacitat de
les dos drogues va ser inferior a I’1,6%. Els coeficients en ’Equacio II1.5.1 per a cada droga van
permetre trobar la composicio de la fase mobil per a predir qualsevol temps de retencid desitjat

1 proporcionar un cami simple per a optimitzar la separacié de les mescles.

111.5.3.5. Seleccio de la fase mobil optima

Utilitzant ’estratégia d’optimitzacié descrita anteriorment, es va obtindre el diagrama de
resolucié per a les fases mobils de SDS - 1-propanol - pH 7. Es va obtindre una completa
resolucid (7~ 1) a excepcid d’aquelles fases mobils que contenien grans quantitats de SDS 1 1-
propanol. En la fase mobil de menor resolucio, la teofil-lina elueix massa rapidament i el resultat
va ser que la banda de la proteina se solapava amb el pic de la teofil-lina, a I'inici del
cromatograma. La fase mobil seleccionada, baix el criteri de maxima resolucio-minim temps
d’analisi-parametres cromatografics adequats, va ser SDS 50 mM - 2,5% (v/v) 1-propanol - 10
mM KH,PO, - pH 7. En esta fase mobil, el temps de retencio, eficacia i factor d’asimetria van ser:

3,4-3.600-1,2 per a la teofil'lina, 14,8 -2100-1,4 per a la cafeina, respectivament.

II1.5.3.6. Selectivitat

En les condicions descrites anteriorment, els pics per a la cafeina i teofil-lina (Figura
II1.5.2a) van ser simeétrics, estaven ben separats i lliures de qualsevol interferéncia provinent del
front del solvent. L’eluci6 de la banda de les proteines del sérum acaba als 2,5 min i el primer pic,
corresponent a la teofil-lina, comenga als 3,3 min. Els cromatogrames del blanc (Figura I11.5.2b)
no mostren cap pic d’altres substancies endogenes. Altres drogues que normalment s’administren
amb la cafeina o teofil-lina no van interferir en estos analisis, com és el cas de 1’acid ascorbic,
codeina, ergotamina, guaifenesina, bromfeniramina, butabarbital, clorfeniramina, propifenazona,

papaverina, paracetamol, pantotenat, fenilefrina, prednisolona 1 esteroides.
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(a)

- (b)

Figura II1.5.2. Cromatogrames de mostres de sérum enfortides (a) les quals contenen
teofil-lina (1) i cafeina (2), i del blanc de sérum (b), obtinguts utilitzant la fase mobil

optima: SDS 50 mM - 2,5% (v/v) 1-propanol - 10 mM KH,PO, a pH 7
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111.5.3.7. Linealitat, sensibilitat i limits de deteccio i quantificacio

Les corbes de calibrat es van construir per a cada compost de forma individual, utilitzant
les mesures d’arees dels pics cromatografics a sis (n = 6) concentracions en ’interval de 0,05 a
50 pg mL"' en mostres de sérum enfortides. Els pendents, ordenades a I’origen i coeficients de
regressio de les corbes de calibrat es donen en la Taula II1.5.2. Les corbes de calibrat van ser

linials en I’interval de concentracions anomenat.

La Taula I11.5.2 també mostra els limits de detecci6 (LODs, criteri 3s, ng L) i els limits
de quantificaci6 (LOQs, criteri 10s, ng L"). Els LODs es van calcular com la senyal igual a tres
vegades la desviaci6 estandard del soroll de fons (criteri 3s) 1, de la mateixa manera, LOQs com
10 vegades esta desviacio (criteri 10s). Els valors dels LODs 1 LOQs del métode de CLM van ser
més baixos que aquells normalment mostrats en la bibliografia, i permeten la deteccio i
quantificacio dels dos broncodilatadors, cafeina i teofil-lina, en sérum amb el métode proposat en

este treball amb injecci6 directa de les mostres i sense cap pretractament.

Taula IIL.5.2. Parametres de calibracié, limits de deteccio (ng mL™", criteri 3s) i limits de
quantificacié (ng mL™", criteri 10s) per a la cafeina i teofil-lina utilitzant la fase mobil

micel lar 50 mM SDS - 2,5% (v/v) 1-propanol - pH 7

Ordenada a

Compost Pendent r LOD LOQ
I’origen
Cafeina 40,1 +0,31 -1,19+ 0,06 1 3 30
Teofil-lina 46,6 + 0,66 -5,86 0,26 1 3 25

111.5.3.8. Imprecisio intra i inter-dia

La imprecisi6 intra i inter-dia van ser determinades per a tres concentracions diferents en
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Iinterval terapéutic de la cafeina (26-40 pg mL™") i teofil-lina (10-20 pg mL™"). Els valors de la
imprecisio intra-dia es van calcular mesurant I’area dels pics obtinguts per injecci6 de series de
deu mostres de serum enfortides a tres concentracions diferents de cafeina i teofil-lina. La
imprecisié inter-dia es va obtindre tamb¢ utilitzant els valors de la imprecisio intra-dia acumulats
en deu dies diferents durant un periode de 3 mesos. Com es mostra en la Taula I11.5.3, la mitjana
de la imprecisio, definida pel percentatge de la desviacio estandard relativa (% , R.S.D.), estava

al voltant de 1,1%.

Taula II1.5.3. Repetitivitat intra i inter-dia (R.S.D. %, n = 10) a tres concentracions (Lg

mL™"), ¢, , ¢, i c; sent 26,33 i 40, i 10, 15 i 20, per la cafeina i teofil lina, respectivament

Intra-dia Inter-dia
Compost
¢ ) C3 ¢ ¢, C3
Cafeina 0,86 0,77 1,83 0,25 0,5 1,05
Teofil lina 0,98 1,74 1,08 0,38 0,93 0,88

111.5.3.9. Estabilitat de les mostres de serum

Es va valorar I’estabilitat de les mostres de sérum durant un periode de tres mesos,
preparant mostres de sérum enfortides que contenien 34 pg mL"' de cafeina i 15 pug mL™"' de
teofil-lina, dividides en 15 aliquotes en tubs protegits de la llum i emmagatzemades a -15°C. Les
mostres s’extraien semanalment 1 s’analitzaven per calcular [’estabilitat. Les mostres
emmagatzemades van resultar estables durant el periode de tres mesos. Les recuperacions

obtingudes estaven entre 87-99%.

111.5.3.10. Aplicacio del metode de CLM per a la monitoritzacio dels broncodilatadors

Per a demostrar I’aplicabilitat de I’analisi, mostres de blanc de plasma, proporcionades pel
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Servei d’ Analitica de I’Hospital Verge dels Lliris d’Alcoi (Alacant, Espanya) es van enfortir amb
quantitats conegudes dels broncodilatadors a dos concentracions diferents en I’interval terapéutic
de cada substancia. La Taula II1.5.4 mostra els satisfactoris resultats de recuperaci6 obtinguts.
Per una altra banda, el mé¢tode de CLM-UV es va utilitzar per analitzar mostres de seérum de
pacients (n = 8) tractats amb els broncodilatadors cafeina o teofil-lina proporcionades per
I’Hospital Verge dels Lliris d’Alcoi. Estes mostres es van analitzar i els resultats es van comparar
amb aquells obtinguts pel métode de referéncia utilitzat en I’Hospital; es va observar una bona
correlacid. La regressié dels meétodes de CLM vs. HPLC dona pendents de 0,965 0,033 10,982
+ 0,021, i ordenades a I’origen de 0,012 + 0,023 1 0,008 + 0,015, per a cafeina i teofil-lina,

respectivament.

Taula I11.5.4. Recuperacio de les analisis de cafeina i teofil lina en mostres de sérum

enfortides. Les concentracions es donen en pg mL™’

Compost Addicionat Trobat , mitjana + S.D. (n=5)
Cafeina 26 40 24,8+0,3 39,8 £0,4
Teofil lina 10 20 9,8+0,4 19,7+ 0,6

II1.5.4. Conclusions

Este treball mostra un exemple de la capacitat de la CLM per a la determinacié de
substancies monitoritzables en mostres de serum. Els broncodilatadors cafeina i teofil-lina es van
determinar directament en una analisi simple, rapid i1 fiable. La bona separacido dels dos
broncodilatadors i1 la banda de la matriu, es va aconseguir amb I’estratégia d’optimitzacio
interpretativa, la qual facilita la seleccidé de la fase mobil optima, seguint els criteris de bona
resolucid 1 minim temps d’analisi. A més, la injecci6 directa de la mostra compleix amb el criteri
abans anomenat de minim temps d’analisi. En altres meétodes d’HPLC per a la determinacio dels
dos broncodilatadors, la separacio es completa en temps que son similars a aquells aportats per

este treball, perd no tenen en compte el temps requerit per al pretractament de les mostres, els
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quals inclouen extracci6 i preconcentracio. En este sentit, 1's de la injecci6 directa és clarament

avantatjos.

La fase mobil seleccionada 50 mM SDS 1 2,5% 1-propanol a pH 7 utilitza xicotetes
concentracions de reactius i estos no son toxics, comparat amb els solvents normalment utilitzats
en metodes de RP-HPLC. En el métode de CLM, el temps d’analisi és de 5 min, la repetitivitat
intra 1 inter-dia estava sobre 1’1,5%, la linealitat es mantenia en I’interval terapéutic de les dos
substancies i, finalment, el LOQ 1 les recuperacions permetien que la cafeina i teofil-lina foren
determinades a concentracions per baix dels valors inferiors de I’interval terapéutic i, per esta rad,
este metode es pot utilitzar en les analisis dia-a-dia dels broncodilatadors en hospitals, i també per

a estudis posteriors en mostres cliniques i toxicologiques.
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Capitol I11.6

MONITORITZACIO DE FARMACS I DROGUES D'ABUS:
DETERMINACIO DEL TEMPS DE VIDA MITJA

Resum. En aquest capitol s’ha utilitzat la cromatografia liquida micel lar (CLM) amb l'objectiu
de dur a terme la monitoritzacié i determinacio del temps de vida mitja de farmacs 1 drogues
d'abus: amfetamines, barbitdrics, benzodiazepines 1 opiacis. Aquestes substancies poden ser
determinades mitjancant la CLM, fent s de una columna C18, deteccid6 UV 1 fases mobils
tamponades a pH 7 (0,01 M tamp6 fosfat) contenint 0,15 M de dodecil sulfat sodic (SDS) - 3%
(v/v) de 1-pentanol per a les amfetamines; 0,10 M SDS - 4% (v/v) 1-butanol per als barbiturics;
0,06 M SDS-5% (v/v) 1-butanol per a les benzodiazepines; 1 0,15 M SDS - 7% (v/v) 1-butanol
per als opiacis, i a 25°C en tots els casos. Fent us d'aquestes condicions, els temps d'analisi son
inferiors a 12, 8, 22 1 12 min, per a les amfetamines, barbiturics, benzodiazepines i opiacis,
respectivament, amb una precisio intra i inter-dia inferior al 2% en la majoria dels casos i amb uns
limits de deteccid adequats per a la determinacio d'aquestes substancies en s€rum i orina, sent les
recuperacions en aquestes matrius al voltant del 100%. Aquestes caracteristiques analitiques dels
metodes desenvolupats permeten, a més de la seua monitoritzacié farmacologica i toxicologica,

dur a terme la determinacio del temps de vida mitja d'aquests compostos.
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I11.6.1. Introduccio

Les substancies pertanyents als grups de les amfetamines, els barbituarics, les
benzodiazepines 1 els opiacis [1] tenen un s medic, malgrat que també son utilitzades com a
drogues d'abus, alhora que poden ser ingerides per a millorar el rendiment fisic com és el cas de
les amfetamines [2]. Coma conseqiiéncia, recentment s'han publicat nombrosos metodes d'analisis
d'aquestos grups de substancies per a la seua determinacié en fluids biologics, que cerquen

d'aconseguir que siguen més rapids i universals.

Les amfetamines contenen un anell fenil amb una cadena alquilamina, amb activitat
adrenérgica d'una banda, i efecte estimulador del sistema nervios central (SNC) d'altra. Es aquest
ultim efecte, el que fa que 1'is de les amfetamines en actes esportius estiga prohibit pel Comite
Olimpic Internacional (COI) per als participants [1, 2]. Per la seua banda, els barbiturics son
derivats 5,5-disubstituits de I’acid barbitiric amb activitat sobre el SNC 1 efectes sedants,
hipnotics, 1 per ago sovint son utilitzats com a drogues d’abus, combinats amb alcohol /o0
amfetamines. Les benzodiazepines, contenen un anell fenil, unit amb un anell de set membres i
parcialment saturat amb un nitrogen en les posicions 1 i 4. Aquests compostos tenen propietats
d'anti-convulsionants, anestesics, anti-depressius, hipnotics, tranquil-litzants 1 sedants [1, 2].
Finalment, els opiacis son alcaloids de I’opi que exerceixen el seu principal efecte farmacologic

en el sistema nervios central (SNC), i als intestins.

La determinaci6 dels nivells d'aquests compostos en fluids biologics requereix de disposar
d'un métode rapid, fiable i selectiu per a poder realitzar la quantificacié d'un d'estos compostos
o d’una mescla d'ells. En els ultims anys s’han descrit diversos meétodes analitics per a la
identificacié 1 determinacié d'amfetamines, barbittrics, benzodiazepines 1 opiacis en fluids
biologics. Normalment, s’han utilitzat metodes cromatografics amb deteccio UV [3-6],
fluorescencia [7-9] 1 espectrometria de mases [10-12], immunoassajos [13] i/o0 electroforesi
capil'lar [14]. Quan aquestes determinacions es duen a terme en fluids fisiologics, degut a la

preséncia de proteines (precipiten dins del sistema cromatografic produint augments en la pressio
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al taponar la columna) i d'altres compostos endogens (possibles interferents), son necessaries
etapes de pre-tractament de les mostres, amb l'objectiu de separar aquests compostos de la matriu.
Es per aix0 que s’utilitza de manera molt amplia, I’extraccio liquid-liquid [4] o extraccié en fase
solida [3, 5, 6], l'inconvenient dels quals és l'alt consum de temps, l'elevat cost 1 freqlientment

recuperacions incompletes.

La cromatografia liquida micel'lar (CLM) ha demostrat ser una tecnica Util en la
determinaci6 de diversos grups de drogues en fluids biologics amb injeccio6 directa de les mostres,
gracies a la solubilitzaci6 de les proteines per les micel-les i monomers del tensioactiu. D'altres
avantatges de la CLM son la senzilla optimitzacié de la fase mobil, el que co-elueixen substancies
hidrofobiques 1 hidrofiliques en el mateix cromatograma sense la necessitat d’un gradient d’elucio,

1 la menor toxicitat i preu de les fases mobils micel-lars [15-18] .

En els capitols anteriors mhe centrat en la monitoritzacié dels farmacs 1 drogues
habitualment monitoritzades en els Hospitals amb finalitat clinica, farmacologica i/o toxicologica,
perod en aquest capitol es tracta de demostrar que la CLM pot també ser utilitzada per a
determinar els temps de vida mitja de substancies pertanyents als grups de les amfetamines,

barbiturics, benzodiazepines 1 opiacis, respectivament [19-22].

I11.6.2. Part experimental

I11.6.2.1. Reactius

En la preparacio de les fases mobils micel-lars, en els ajusts del pH i en el condicionament
de la columna, és van utilitzar el tensioactiu dodecil sulfat sodic (99% puresa, Merck, Darmstadt,
Alemanya), els alcohols de cadena curta 1-propanol, 1-butanoli 1-pentanol (Scharlab, Barcelona,

Espanya), el tamp¢ dihidrogenfosfat monosodic (Panreac, Barcelona), acid clorhidric, hidroxid
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de sodi (Probus, Badalona, Espanya) i metanol (Scharlab, Barcelona).

Les amfetamines, barbiturics, benzodiazepines i opiacis utilitzats van ser proporcionades
pels laboratoris farmaceutics o comprats a les cases comercials indicats: amfetamina (Miquel,
Barcelona), diazepam (Lasa, Barcelona), codeina (Sigma, St. Louis, MO, USA), efedrina (Fadri,
Barcelona), fenilpropanolamina (Boehringer Mannheim, Barcelona), amobarbital (Sigma). Les
dissolucions patro, contenint 50 o 100 pg mL™" de les drogues, es van preparar en aigua
destil-lada-desionitzada (Barnstead, Sybron, Boston, MA, USA), i van ser convenientment
diluides per a I’analisi. Les fases mobils micel lars 1 les dissolucions de les substancies aci
estudiades van ser filtrades a través de filtres de Nylon 0,45 pm (Micron Separations, Westboro,

MA).

111.6.2.2. Instrumentacio

Es va utilitzar el mateix espectrofotometre, potenciometre i cromatograf de capitols
anteriors. La deteccido es va dur a terme a 260 nm en el cas de l'amfetamina, efedrina 1
fenilpropanolamina, a 230 nm per al amobarbital i diazepam, i a 254 nm per la codeina. El senyal
es va adquirir a través d'un ordinador personal connectat al cromatograf i provist d'una estacid
de treball de HP. En tots els casos, la columna utilitzada va ser una C18 (5 pm tamany de
particula, 120 mm x 4,6 mm, excepte per als opiacis que va ser de 250 mm x 4 mm, i.d.,

Scharlab).

111.6.2.3. Procediment per a la preparacio de les mostres

Per a la determinaci6 de les drogues d'abus en sérum (barbittrics, benzodiazepines 1

opiacis) 1 orina (amfetamines), d'aquestes mostres fisiologiques es va prendre 1 mL, tant de

mostres amb I'analit afegit (per a realitzar estudis de recuperacid) com de les mostres reals (per

als estudis del calcul de vides mitges), les quals van ser injectades en el cromatograf sense cap
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altre pretractament que l'ajust de la concentraci6 de 'analit.

111.6.2.4. Procediment per al calcul dels temps de vida mitja

Elcalculde lat,, dels farmacs estudiats es va realitzar segons metodes parametrics lineals

farmacocinetics, els quals son a partir de dades d'excreci6 urinaria (amfetamines):

log (1- E/On)= -Kat /2303

on, K és la constant d'eliminaci6 del farmac en qiiesti6 (es pot demostrar que €s la total i no la
urinaria), ¢ el temps de recol-leccio de l'orina, E és la quantitat de droga excretada inalterada en
orina, Q, la Dosi subministrada al pacient, pel que (1 - £/Q,) és la fraccié de Dosi que queda per
excretar-se 1 que pot ser expressada com a percentatge no excretat al ser multiplicada per 100,
sent per tant la relacidé E/Q, la fraccié de Dosi excretada per orina. D'esta equacio es deduix que
el grafic que represente el log de la fraccio de la Dosi no excretada (o el log del percentatge no

excretat), en funcié del temps, és una recta el pendent de la qual és igual a -K,/ 2, 303.

Respecte dels farmacs quantificats a partir dels seus nivells plasmics (barbiturics,
benzodiazepines i opiacis), 1 tenint en compte que tots ells seguixen una cinetica de distribucio de

ler orde, la seua concentracio en funcio del temps en sang sera:

fog C=log Co—-Kar /2303

on C ¢és la concentracid6 de farmac en sang a qualsevol temps ¢, 1 C, és un parametre
farmacocinétic virtual que expressa la concentracio inicial de farmac a ¢ = 0. La representaciod
grafica semilogaritmica de C enfront de ¢ ens proporcionara una recta el pendent de la qual també

sera - K,/ 2,303.

Una vegada calculada la K, per algun dels 2 metodes anteriors, segons el farmac 1 mostra

utilitzada per a la seua determinacid, 1 sabent que l'equacidé que relaciona la ¢,, de qualsevol
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farmac amb la seua K, és:

fiz= 0093/ Ka

es va procedir a la seua determinacié [23].

II1.6.3. Resultats i discussio

111.6.3.1. Seleccio de la composicio de la fase mobil

La fase mobil es va seleccionar en base al criteri de adequada resoluci6 entre els pics i
minim temps de retencid. Per tal de dur a terme la seleccio és van preparar fases mobils de SDS-1-
butanol i SDS-1-pentanol, en els rangs de concentracié 0,05 M a 0,15 M per al SDS, 1 a 7% (v/v)
per al 1-butanol i 2 a 6% (v/v) per al 1-pentanol.

Amb les dades obteses es va aplicar el tractament quimiometric ja descrit en d'altres
capitols, obtenint que les fases mobils Optimes per a la separacid de les drogues d'abus aci
estudiades van ser: SDS 0,15 M SDS - 3% (v/v) 1-pentanol - pH 7 per a l'amfetamina, efedrina
1 fenilpropanolamina [19]; SDS 0,10 M - 4% (v/v) 1-butanol - pH 7 per al amobarbital [20]; SDS
0,06 M - 5% (v/v) 1-butanol - pH 7 per al diazepam [21]; 1 SDS 0,15 M - 7% (v/v) 1-butanol -
pH 7 per a la codeina [22].

111.6.3.2. Caracteristiques analitiques
Fent s d'aquestes fases mobils micel-lars es van determinar les caracteristiques analitiques:

pendent, ordenada en I'orige, factors de correlacio, LODs, LOQs, i1 precisio intra 1 inter-dia [19-

22]. Les pendents van resultar adequades per a la quantificacid de les substancies en serum i/0
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orina, les ordenades en I’origen van ser practicament zero amb coeficients de regressio > 0,99.
Els limits de detecci6 (LODs, criteri 3s) i de quantificacio (LOQs, criteri 10 s) van permetre la
quantificacié de totes les substancies estudiades en els fluids biologics. Finalment, les precisions
intra 1 inter-dia mesurades van ser baixes 1 quasi sempre inferiors al 2%, excepte les de les

benzodiazepines i amfetamines que van ser un poc majors.

111.6.3.3. Determinacio dels temps de semivida de les drogues d'abus

Amb els métodes de CLM desenvolupats per a les drogues d'abus (amfetamines,
barbiturics, benzodiazepines i1 opiacis) es va determinar en voluntaris sans (n = 3) la vida mitja
d'algunes de les substancies pertanyents a aquests grups de farmacs. Els resultats es mostren en

la Taula I11.6.3.1.

Taula I111.6.3.1. Temps de vida mitja per a diverses
amfetamines, barbiturics, benzodiazepines i opiacis,

determinats mitjancant CLM

Substancia temps de vida mitja (hores)
amfetamina 44+0,3

efedrina 40+0,2
fenilpropanolamina 3,6£0,2
amobarbital 30£5

diazepam 55+15

codeina 2,7+0,1

II1.6.4. Conclusions
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La CLM pot ser facilment utilitzada per a la determinacio de farmacs i drogues d'abus en
mostres de serum 1 orina, fent s de diferents fases mobils micel lars que contenen SDS i 1-
pentanol (amfetamines) o 1-butanol (barbiturics, benzodiazepines i opiacis), 1 a més aquesta
determinaci6 es fa en temps d’analisis baixes. En tots els casos, el metode té uns LODs adequats
per a detectar les drogues en controls de dopatge, toxicologics 1/o terapeutics, i1 les mostres
fisiologiques s’injecten sense cap pre-tractament. Les recuperacions obtingudes per a cada droga
d'abts van estar al voltant del 100%. Pero el més destacable de l'estudi dut a terme en aquest
capitol consistix en la demostraci6 de que la CLM també pot ser utilitzada com a una eina til en

els estudis farmacocinétics.
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CONCLUSIONS

La present Memoria tracta la separaci6 i determinacié de diferents grups de substancies
caracteritzades per que son, en general, sistematicament monitoritzades en els Hospitals. Les
mostres que s’han analitzat han estat en la major part dels capitols el serum, perd també s han
utilitzat per a la determinaci6 d’algunes substancies monitoritzables les mostres d’orina. Dels
estudis aci duts a terme, monitoritzacio clinic-farmacologica, toxicologica o farmacocinética, es
poden extraure diverses conclusions, fins a un total de 38, referides a les substancies estudiades
1 a la técnica analitica utilitzada, la cromatografia liquida micel-lar, 1 en particular al tipus de

columna, surfactant, pH i modificador utilitzats.
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IV.IL. Substancies estudiades
1. S’han proposat fins a una onzena de métodes utils per a la determinacid, mitjangant

cromatografia liquida micel-lar (CLM), d’un total de 35 substancies pertanyents a 9 grups

terapéutics diferents (veure Taula IV.1).

Taula IV.1. Grups i substancies monitoritzades

Grups Substancies monitoritzades
Antiepileptics carbamazepina, fenobarbital i fenitoina
' ' procainamida, N-acetil procainamida (NAPA), disopiramida,
Antiarritmics _ L
lidocaina i quinidina
Antidepressius triciclics imipramina, desipramina, amitriptilina i nortriptilina
Analgesics paracetamol
Barbiturics amobarbital, barbital, hexobarbital i secobarbital
' ' bromazepam, diazepam, flunitrazepam, halazepam,
Benzodiazepines ' '
medazepam, nitrazepam, oxazepam i tetrazepam
Broncodilatadors cafeina 1 teofil-lina
_ amfetamina, efedrina, metoxifenamina, fenilefrina 1
Estimulants ' '
fenilpropanolamina
Opiacis codeina, morfina i tebaina
2. La determinacié d’aquests compostos s’ha dut a terme principalment en mostres de

sérum, per0d també s’han utilitzat mostres d’orina en el cas de la determinacid
d’estimulants amfetaminics i el paracetamol, imostres de productes farmaceutics en el cas,

una altra vegada, de I’analgesic paracetamol.
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IV.IL Tipus de columna

La columna C18 ha estat utilitzada en la determinaci6 de la majoria dels compostos, i ha
resultat adequada, tant per a la determinacié de les substancies monitoritzables en les
mostres de sérum com en les d’orina i productes farmaceutics. En tots els casos, les
eficacies obtingudes han estat compreses en el rang de 1.000 a 5.000 plats teorics, amb

factors d’assimetria adequats (< 1,5).

La columna C8 ha estat provada, conjuntament amb la columna C18, en I’estudi fet per
a la determinacié de benzodiazepines, que apareix en el Capitol III.6. Per aquests
compostos, la columna C18 dona bones eficacies (3.000-5.000) i asimetries (< 1,3),
mentres que la columna C8 va proporcionar pobres eficacies (< 1.500) i altes asimetries
(> 3). Per aquests dos motius, el treball posterior d’optimitzacio es va completar fent us
d’una columna C18. Aixi, finalment, tots els métodes aci recomanats per a la determinacié

de les substancies monitoritzables utilitzen una columna C18.
Les columnes C18 1 C8 utilitzades en les determinacions dels compostos aci estudiats, han

soportat més de 500 injeccions de mostres de serum, sense que es veren ressentits els seus

parametres cromatografics.

IV.III. Surfactant
El dodecilsulfat sodic (SDS) s’ha utilitzat com a tensioactiu en tots els estudis presentats

en aquesta Memoria. En la bibliografia, el SDS ha demostrat ser el tensioactiu més

apropiat en CLM degut a les seues propietats fisico-quimiques, pero tamb¢ per ser d’us
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comu en altres tipus d’aplicacions, i per tant tindre un preu assequible. El SDS
aconsegueix separacions adequades en la majoria dels casos 1 pot ser facilment eliminat

de la columna cromatografica per tal de regenerar-la.

IV.IV. pH

El pH utilitzat per a preparar totes les fases mobils ha sigut 7.

El pH 7 s’ha utilitzat per a la resolucié de compostos de hidrofobicitat mitjana i alta, és

a dir, tots els compostos estudiats.

IV.V. Modificador

En la determinacid de les substancies monitoritzables, s’han utilitzat com a modificadors
el 1-pentanol en cinc dels métodes aci proposats (antiarritmics en la fase d’identificacio,
els dos d’antidepressius, analgesics 1 amfetamines), el 1-butanol en d’altres cinc
(antiarritmics en les dos fases de quantificacid, antiepiléptics, barbiturics, benzodiazepines

i opiacis) i el 1-propanol en el cas de la determinacié dels broncodilatadors.

Quan es du a terme una recerca bibliografica sobre CLM, s’observa com la major part de
les aplicacions han estat en la determinaci6 dels productes farmaceéutics, i en principi el 1-
propanol havia estat el més utilitzat. Perdo per a les substancies monitoritzables aci
estudiades, han estat el 1-butanol i el 1-pentanol, els dos alcohols que tenen major forga
eluent, els que s’han requerit per a eluir de la columna alquil-enllagada les substancies
estudiades. En la bibliografia, sols existeixen dos antecedents, que també han estat

desenvolupats pel nostre equip d’investigacio, de 1'as d’aquests alcohols, la determinacié
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d’esteroides 1 d’azocolorants de sulfonamides.

Es pot observar com I's del 1-pentanol permet augmentar la forca eluient en la
determinaci6 de les substancies més apolars, i com n’hi ha una gradacié d’aquest factor
quan s’utilitzen els altres dos modificadors, el 1-butanol i el 1-propanol. Aquest és el
comportament general dels modificadors en la CLM, i aci en la present Memoria s’ha

demostrat.

Els procediments proposats tenen I’avantatge d’utilitzar una petita quantitat de solvent
organic. El 1-pentanol, 1- butanol, 1- propanoliel surfactant SDS, son també menys toxics
que el metanol o acetonitril, convencionalment utilitzats en RPLC. A més, els tres
modificadors estan molt retinguts en la dissoluci6é micel-lar de SDS, el qual redueix el risc

d’evaporacio.

La simulacio dels cromatogrames dins del disseny experimental (veure més endavant sota
el titol d’Estrategia d’Optimitzacio) permet comparar les caracteristiques dels diferents
modificadors. Aixi, per als diversos grups de substancies es poden obtenir els mapes de
contorn de resolucid, que mostren les regions de maxima resolucid. En aquests tipus de
diagrames, es pot facilment comparar als modificadors per coneixer si proporcionen
selectivitats similars o no. Per a la mateixa selectivitat, s’ha de seleccionar sempre el

modificador que proporcione un menor temps d’analisi.

IV.VIL. Selecciéo de la fase mobil mitjancant una estratégia d’optimitzacio

interpretativa

El procés d’optimitzacio i seleccid de la fase mobil s’ha dut a terme mitjangant una

estratégia interpretativa. Una estratégia sequencial presenta dos inconvenients: requerix
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un elevat nombre d’experiments i no assegura que la fase mobil seleccionada siga

I’optima.

Per contra, el disseny experimental aci emprat ha estat senzill, i el nombre d’experiments
baix. S’han utilitzat d’entre 5 a 8 fases mobils, de composicions variables en tensioactiu
imodificador. D’aquestes, quatre ocupen els cantons d’un rectangle, la cinquena se situa

al centre 1 les altres es preparen en les regions de menor forga eluent o propera a I’optim.

En tots els estudis duts a terme amb les substancies monitoritzables, s’ha prés com a
criteri Optim el de maxima resolucio-minim temps d’analisi, és a dir, s’ha buscat el
obtindre aquella fase mobil que separa un nombre donat de substancies que es volen

determinar amb el menor temps possible.

Dels pics obtinguts després de cromatografiar individualment les substancies que es volen
separar, se n’extrauen les caracteristiques cromatografiques: temps de retencio i factor de

capacitat (k), eficacia () i1 factor d’assimetria (B/A).

En la major part dels treballs s’ha utilitzat el producte no normalitzat de les fraccions

encavalcades com a mesura de la resolucié dels pics cromatografics.

Basant-se en prediccions de la retencid, eficacia i asimetria dels pics cromatografics
podem obtenir els cromatogrames simulats per a qualsevol fase mobil dins del disseny
experimental, aixi com els mapes de contorn resolucidé-composicié de la fase mobil. Els

diversos capitols mostren varis exemples de tots dos tipus de grafic.

S’ha comprovat que els models de retencio de la CLM, que previamente ha estat provat
per a nombrosos compostos que difereixen en estructura i hidrofobicitat, servixen per a
columnes C18 itambé per a les C8. Amb totes dues, els errors en les prediccions han estat

per sota del 4%.
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IV.VIIL. Caracteristiques analitiques

Per a tots els grups de substancies estudiades, ha estat possible obtenir una fase mobil que

compleix el criteri d’Optim prefixat: maxima separacion-minim temps d’analisi

La Taula IV.2 (veure al final d’este Capitol) resumeix, per als diversos compostos, les
segiients dades: grups de substancies monitoritzables, fases mobils recomanades, temps
d’analisi, les longituds d’ona de deteccio, els limits de deteccid (LODs), resultats de
I’estudi de imprecisio intra i inter-dia, i mostra a la que s’ha aplicat. Els temps d’analisi
han estat per sota de 16 min, excepte per a les benzodiazepines, on ha estat de 22. En el

cas de la determinacié del paracetamol, el temps d’analisi ha estat tan baix com 3 min.

Enla determinaci6 de farmacsidrogues dabus (amfetamines, barbittrics, benzodiazepines
1opiacis), les caracteristiques analitiques dels meétodes desenvolupats permeten, a més de
la seua monitoritzacié farmacologica i toxicologica, dur a terme la determinaci6 del temps

de vida mitja d'aquests compostos.

Els LODs han estat compresos dintre del rang 0,2 i 70 ng mL™, per al paracetamol i els

barbiturats, respectivament.

Els limits de quantificacié (LOQs), han estat compresos entre 2 1 600 ng mL™', per als

mateixos compostos que en I’apartat anterior.

Els valors més elevats corresponen als casos en els que s’ha utilitzat com a detector 'UV,
mentres que d’altra banda, els més baixos corresponen a I’utilitzacié del detector
electroquimic i fluorescent. En tots els casos, aquests valors han estat suficientment baixos

com per a permetre la determinacio de les substancies monitoritzables en les mostres de
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sérum i orina.

Les repetitivitats intra i inter-dia han estat normalment al voltant de 2,0% 12,5 % (excepte
per a les benzodiazepines on han sigut de 10% 1 12%), respectivament, sent adequades
per a la determinaci6 de les substancies monitoritzables en les mostres de serum, orina i

productes farmaceutics.

Tots els procediments de CLM recomanats s’han validat, primer per comparacié amb
metodes de referencia RPLC aquo-organica i d’immunoassaig (TDx), perd també

mitjancant 1’analisi d’un elevat nombre de mostres.

IV.VIIL Sobre la cromatografia liquida micel-lar

Els grups de les substancies monitoritzables poden ser determinades mitjangant la CLM,
amb igual o millors prestacions que les que proporciona la cromatografia liquida en fase

reversa (RPLC), la qual fa us de fases mobils aquo-organiques.

En els diversos estudis duts a terme s’ha confirmat el comportament normal de la CLM
amb fases mobils de SDS-modificador. Aixi, s’observa la disminucié o augment de les
eficacies quan s’augmenta la concentracid del tensioactiu o la del modificador,
respectivament. D’altra banda, els factors de retencié son més baixos quan s’augmenten
les concentracions, tant del tensioactiu com del modificador. No obstant, també s’han
observat excepcions, com per a les fenetilamines, on les eficacies per alguns compostos

disminueixen a I’incrementar el percentatge de modificador.

Son especialment interessants els resultats obtinguts amb les amfetamines (fenetilamines).
Les eficacies cromatografiques amb fases mobils hibrides de SDS - 1-butanol i SDS - 1-

pentanol van resultar ser molt elevades, la majoria dins de I’interval N = 3.000-7.000,
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significativament majors que aquelles que s’obtenen amb una fase mobil convencional
d’acetonitril-metanol-aigua. Aquest comportament es deu a que el tensioactiu protegeix
els grups silanol lliures de la fase estacionaria. En la cromatografia convencional, els grups
silanol lliures desprotonats s’han d’associar als farmacs basics protonats, la qual cosa

produeix pics amples amb llargues cues.

IV.IX. Comparacié de la CLM amb la RPLC aquo-organica

Les mostres analitzades contenen I’analit en una matriu més o menys complexa, perd en
tots els casos s’ha pogut fer la determinacion, mitjangcant CLM, sense cap problema . Per
al mateix grup de substancies monitoritzables, contenint diversos compostos, de vegades
ha estat necessari la utilitzacié de més d’un meétode RPLC, degut a que I’utilitzacio de
nom¢s un produia encavallades, impedint I’analisi. L avantatge doncs, de la CLM ha estat
el poder dur a terme la determinacié d’un major nombre de compostos amb 1’utilitzacid

d’una tnica fase mobil.

Un dels principals atractius de la CLM ¢és la possibilitat de determinar drogues en fluids
fisiologics sense la necessitat de fer la separacio prévia de les proteines presents en les
mostres, la qual cosa suposa un treball extra i tedios que frequentment condueix a
recuperacions baixes i poc reproduibles. A més a més, comparat amb altres solvents, les
fases mobils micel-lars son menys inflamables, menys cares, no toxiques, biodegradables

i poden cosolubilitzar analits hidrofobics 1 hidrofilics en matrius complexes com el seérum.
Una columna cromatografica pot aplegar a tindre una vida més llarga que si s’utilitza amb

fases mobils aquo-organiques, i el mateix es pot dir per a ’equip cromatografic. En els

nostres laboratoris s’ha utilitzat dia i1 nit un mateix equip durant més de deu anys.
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Com que el SDS, utilitzat com a tensioactiu en CLM, ¢és facilment desorbit de la columna,
aquesta es pot reutilitzar a continuacié sense cap problema amb fases mobils aquo-
organiques. S’ha utilitzat, aixi, la mateixa columna en la comparacid de les analisis fetes

amb les fases mobils micel-lars 1 aquo-organiques.

A la vista dels estudis realitzats, la CLM és una alternativa real a la RPLC convencional,
permetent I’injeccid directa de mostres tan diverses com les formulacions i els fluids

biologics.

Un altre avantatge de la CLM, respecte de la RPLC, és el fet de que les fases mobils
micel-lars contenen dissolvents organics en baixa concentracio, i com que aquest queda

retés en el medi micel-lar, la fase mobil té una gran estabilitat i a més és biodegradable.

Les fases mobils micel-lars son facils de reciclar, ja que s’ha de tindre en compte que la

legislaci6 prohibis els abocaments de dissolvents organics.



Taula IV.2. Resum dels métodes MLC propossats en la present Memoria

Substancies monitoritzables Condicions cromatografiques Deteccié t anfﬂm LOD . Im].)l.'easw . Mostra
min ng / mL intra i inter-dia
e C18 250 mm x 4 mm, 5 pm) , 1 mL/min A 10 .
Antiepiléptics SDS 50 mM / 7% 1-butanol / pH 7 UV 220 nm 10 10-50 <1.912.1% sérum
e ., C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm) , 1 12,5 (als 7,2") mL/min .
Antiarritmics (identificacio) SDS 85 mM / 3% I-pentanol / pH 7 UV 214 nm 13 - - serum
Antiarritmics (quantificacio): C18 250 mm x 4,6 mm, 5 pm) , 1 mL/min 1 a0 .
procainamida i NAPA SDS 50 mM / 1% 1-butanol / pH 7 UV 280 nm 13 52-84 <2,111,9% serum
Antiarritmics (quantificacid): C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm) , 1 mL/min -2 A0 .
disopiramida, lidocaina i quinidina SDS 150 mM / 7% 1-butanol / pH 7 UV 214 nm 13 39-68 <3.913,3% serum
Antidepressius triciclics: C18 250 mm x 4,6 mm, 5 pm) , 1,5 mL/min m1,4-1,6 . .
.. Lo . 16 L <0,812,2%(ED
imipramina i desipramina SDS 150 mM / 6% 1-pentanol / pH 7 1, UV 240 nm ®0,2-0,3 ! o(ED) serum
Antidepressius triciclics: C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), 1,5 mL/min ®ED 650 mV 1 1 ND <73 15.1%(ED .
amitriptilina i nortriptilina SDS 150 mM / 6% 1-pentanol / pH 7 20,2-0,3 3 13,1%(ED) serum
Analggsics: C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm) , 1 mL/min 1 UV 265 nm 3 m 14 <1,810,2%(S[ED]) | S1O(ED),
paracetamol SDS 150 mM / 6% 1-pentanol / pH 7 @ ED 500 mV 0,2 <1,110,6%(O[ED]) | i farmacs
Broncodilatadors: C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm) , 1 mL/min o .
cafeina i teofilina SDS 50 mM / 2,5% 1-propanol / pH 7 UV 272 nm > 3 <L811% serum
o C18 (120 mm x 4,6 mm, 5 pm) , 1 mL/min C o .
Barbitarics SDS 100 mM / 4% 1-butanol / pH 7 UV 230 nm 8 30-70 <1,811% serum
. . C18 (120 mm x 4,6 mm, 5 pm) , 1 mL/min . ho .
Benzodiazepines SDS 60 mM / 5% 1-butanol / pH 7 UV 230 nm 22 4-18 <101 12% serum
. C18 (120 mm x 4,6 mm, 5 pm) , 1 mL/min . o .
Amfetamines SDS 150 mM / 3% 1-pentanol / pH 7 UV 260 nm 12 4,5-390 ND 1 <8,4% orina
Opiacis C18 (250 mm x 4 mm, 5 pm) , 1 mL/min a UV 254 nm 12 m2-15 1<0,811,7% serum
p SDS 150 mM / 7% 1-butanol / pH 7 @ F 215,345 nm 2 0,3-0,6 ©<0,510,4%

Abreviatures: t (temps) ; LOD (Limit de deteccid) ; S (sérum) ; O (orina) ; ND (no determinat) ; UV (detector UV) ; ED (detector electroquimic) ; F (detector fluorescent [A excitacid, emissio])
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Llista d’acronims i abreviatures

- emc: concentraci6 micellar critica

- RPLC: cromatografia liquida de fase inversa
- CLM: cromatografia liquida micel lar

- SDS: tensioactiu anionic dodecilsulfat sodic
- Cn o C,; farcit de fase estacionaria cromatografica Kromasil C-n (n: nombre d'atoms de carboni
de la cadena alquilica)

- M: concentracié molar

- °C: graus Celsius

- v/v: fracci6 volumetrica

- Eq.: equacio

- IV: intravenos

- IM: intramuscular

- NAPA: N-acetil procainamida

- mL: mil-lilitre

- h: hora

- min: minut

- CV: coeficient de variacid

- gr: gram

- dL: decilitre

- mg: mil-ligram

- L: litre

- hg: microgram

- t,,: semivida o vida mitja plasmica d'una substancia
- EDTA: acid etilendiaminotetraacetic

- HPLC: cromatografia liquida d'alta resolucio
- LCR: liquid cefal6-raquidi

- pL: microlitre

- ICC: insuficiéncia cardiaca congestiva

- Kg: quilogram



- K: potassi

- FIDL: factors immunorreactius de la digoxina

- Fab: fraccié immuno-reactiva i variable dels anticossos
- P450: citocrom hepatic

- ng: nanogram

- EPOC: malaltia pulmonar obstructiva cronica

- CLIA: clinical laboratory improvement amendments
- m*: metre quadrat

- PO: posologia via oral

- AINE: anti-inflamatoris no esteroides

- IECA: inhibidors de I'enzim convertidor d'angiotensina
- Na: Sodi

- ISE: eléctrode i6-selectiu

- Ca: Calci

- meq: miliequivalent

- IMAO: inhibidors de 1’enzim monoaminoxidasa

- TDx®: métode d'immunoassaig fluoromeétric

- GC: cromatografia gasosa

- HCI: acid clorhidric

- P, coeficient de repartiment octanol aigua

- nm: nanometre

- LOD: limit de deteccio

- LOQ: limit de quantificacio

- RP-HPLC: cromatografia liquida d'alta resolucio de fase inversa
- Ka: constant d'acidesa

- UV: ultravioleta

- p/v: fraccid volumetrica en pes

- UV-Vis: ultravioleta-visible

- k: factor de retencioé o de capacitat

- N: eficacia

- B/A: factor d’asimetria

- R: resolucio cromatografica

- t,: temps de retencio

- mV: milivolts



- ED o ECD: detector electroquimic
- r: coeficient de correlaci6 lineal

- R.S.D.: desviacio6 estandard relativa
- TCA: antidepressius triciclics

- MS: espectrograf de masses

- DTAB: tensioactiu cationic bromur de dodeciltrimetilamoni
- SNC: sistema nervios central

- CE: electroforesis capil-lar

- mM: milimolar

- 5: desviaci6 estandard

- IR: insuficiéncia renal

- IH: insuficiéncia hepatica
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