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1.1. - Clasificacién de diuréticos

Los diuréticos, son f&rmacos que actdan principalmente
aumentando el volumen urinario y favoreciendo la excrecién de los
iones sodio, <cloruro y bicarbonato, que constituyen los
electrolitos fundamentales del fluido extracelular. Asimismo
pueden de forma indirecta, influenciar la reabsorcién renal de

otros iones como el potasio, calcio o magnesio.

Se emplean fundamentalmente en el tratamiento de afecciones
en las que es necesario conseguir gque el organismo presente un
balance negativo de agua, tales como el edema por fallo cardiaco
o la hipertensién, aunque con frecuencia son utilizados en otras
situaciones patolégicas como hipercalcemias, glaucomas,
epilepsias o enfermedades originadas por un exceso en la

produccién de aldosterona.

Para incrementar la eliminacién de agua y de electrolitos,
estos féarmacos actdan sobre la unidad funcional del rifién, la
nefrona (constituida por un glomérulo y un largo tdbule (Figura
1)), interfiriendo los mecanismos que tienen lugar en la misma.
La sangre penetra en el glomérulo por la arteria aferente y lo
abandona por la arteria eferente. La presién sanguinea hace que
en el glomérulo, la sangre filtre agua y solutos de bajo peso
molecular hacia la cépsula de Bowman. Al avanzar por el tidbulo,
el liquido filtrado es sometido a procesos de reabsorcién vy
secrecién que disminuyen su volumen y alteran su composicién,

hasta convertirlo en orina.



uCapsula de Bowman
glomérulo

Pane gruesa, ascendente del asa de Hente

Pane final del asa de Hente
Tabulo

Figura 1. Esquema de una nefrona

Los diuréticos pueden afectar los tres procesos fisioldgicos
fundamentales que tienen lugar en la nefrona: la filtracién

glomerular, la reabsorcidén tubular y la secrecidn tubular.

Con la misma accidén diurética han sido descritos diversos
tipos estructurales diferentes, tales como sulfonamidas,
tiazidas, esteroides etc., vya que el efecto diurético puede
conseguirse a través de un notable numero de interacciones. Por
ello, su clasificacién se fundamenta generalmente en sus
propiedades farmacoldgicas. Atendiendo a este criterio los

diuréticos se clasifican en [1]:



a) Inhibidores de la anhidrasa carbénica. La anhidrasa carbénica
es un enzima que cataliza en el interior de los tuibulos renales
la hidratacién reversible del &cido carbénico formado en 1los
procesos metabdlicos. En presencia de este tipo de diuréticos se
origina un aumento del volumen de orina, produciéndose ademés un
aumento en la excrecién de iones sodio, potasio y bicarbonato.
Consecuentemente aumenta el pH de la orina. El mds extensamente

empleado es la acetazolamida.

b) Tiazidas y compuestos derivados. Ejercen un efecto directo
sobre el proceso activo de reabsorcién de iones cloruro. El
aumento en la excrecién de Cl™ implica de una manera indirecta,
una mayor eliminacién de iones sodio y en menor medida de
potasio. También provocan una retencién de &cido drico. Los més
utilizados son hidroclorotiazida, clorotiazida, bendroflume-

tiazida, clortalidona, y ciclotiazida.

c) Diuréticos que actian sobre el asa de Henle. Estos farmacos
actdan inhibiendo la reabsorcién de sodio en la rama ascendente
del asa de Henle. Estos son los diuréticos de mayor eficacia,
siendo los mAs difundidos furosemida, bumetanida y &cido

etacrinico.

d) Inhibidores del intercambio de potasio. Inhiben la reabsorcién
de sodio en el tubo contorneado distal y porcién inicial del tubo
colector de la nefrona, con lo que reducen el intercambio del
sodio por el potasio, y en consecuencia disminuyen la eliminacién

de éste. Los compuestos m&s caracteristicos de este grupo son




espironolactona, triamtereno y amilorida.

1.2. — Deteccién y determinacién de diuréticos.

La deteccién y determinacién de estos férmacos y sus
metabolitos en fluidos biolégicos resulta problemdtica cuando son
administrados a niveles terapéuticos, fundamentalmente por la
propia naturaleza de las muestras a analizar, por las
concentraciones de diuréticos presentes en ellas y por el escaso
conocimiento Qque se tiene hasta estos momentos sobre la
naturaleza y comportamiento de sus metabolitos. A ello se suma
el hecho de que estos compuestos se utilizan en el mundo del
deporte como agentes dopantes, en dosis muy bajas para impedir
su deteccién en los controles antidoping. Por todo ello es
necesaria e importante la puesta a punto de métodos
suficientemente sensibles para detectarlos, asi como para poder

resolver el conjunto de diuréticos.

Para ello, se requieren técnicas poderosas de andlisis
siendo sin duda la cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR) la mé&s utilizada en la actualidad. También la bibliografia
muestra numerosos métodos no cromatogrdficos para el andlisis de
estos compuestos, solos o combinados, aunque se trata de métodos

aplicados bédsicamente al andlisis de preparados farmacéuticos.

Asi, se han descrito determinaciones volumétricas atendiendo

a sus propiedades &cido-base. Algunos diuréticos de caréacter



débilmente &cido han sido cuantificados con hidréxido sédico en
propanol, utilizando diversos indicadores [2]. Wu y col. [3]
propusieron una volumetria termométrica basada en la catdlisis
de aniones de polimeros del acetonitrilo para la deteccién del
punto final y de diferentes valorantes como el metéxido sédico,
hidréxido potédsico, etc. También se han realizado determinaciones
de diuréticos &cidos en dimetilformamida frente a hidréxido
potédsico [4]. Shukla y col. [5] propusieron su valoracién
yodimétrica previa halogenacién de éstos con monocloruro de
bromo. Algunos diuréticos con dgrupos benzotiazida han sido
cuantificados en preparados farmacéuticos mediante la adicién de
un exceso de 1,3-dibromo-5,5-dimetildantoina o N-bromosuc-
cinimida, y posterior valoracién por retroceso del yodo formado
con tiosulfato sé6dico [6]. La reaccién con N-bromosuccinimida o
N-bromosacarina también se aplicé a la evaluacién del &cido
etacrinico, con posterior tratamiento con yoduro potdsico vy
valoracién del yodo liberado con tiosulfato sédico [7]. Para la
furosemida y la acetazolamida han sido descritas determinaciones

similares [8, 9].

La espectrofotometria UV-V  también posibilita 1la
cuantificacién de estos férmacos. La mayor parte de los ensayos
que utilizan este sistema de deteccién, est&n basados en la
medida de la absorbancia del producto obtenido con un reactivo
especifico, y no requieren una preparacién especial de la
muestra, sino tan solo su disolucién en el disolvente apropiado,
estando su aplicacién limitada b&sicamente a procesos de control

de calidad. Asi por ejemplo, en el an&lisis de diuréticos &cidos



o débilmente &cidos se han descrito numerosos métodos basados en
el empleo de colorantes b&sicos como el azul de metileno,
fucsina, hidrocloruro de p-N,N-dimetilfenilenodiamina o la

cloramina-T [10, 11].

Algunas Dbenzotiazidas han sido evaluadas espectro-
fotométricamente previa hidrélisis alcalina, a través del
producto de 1la reaccién de diazotacién y acoplamiento con
acetoacetato de etilo [12], o a partir de su reaccién con

7,7,8,8-tetracianoquinodimetano en medio acetato sédico [13].

Sastry y col. [14] propusieron la determinacién de tiazidas
mediante oxidacién con metaperyodato, midiendo la absorbancia del
yodo formado al adicionar yoduro pot&sico, una vez eliminado el
exceso de metaperyodato con molibdato sédico. El reactivo de
Folin-Ciocalteau permite la determinacién espectrofotométrica de
espironolactona, hidroclorotiazida, amilorida, bumetanida,

benztiazida o hidroflumetiazida [15, 16].

Para diuréticos que contienen en su estructura el grupo
carbonilo se han propuesto determinaciones espectrofotométricas
basadas en la formacién de hidroxamatos [17] o derivados de la

2-nitrofenilhidrazina [18, 19].

La furosemida puede ser determinada a través del compuesto
coloreado que origina mediante tratamiento con fenotiazina en
presencia de hipoclorito, midiendo la absorbancia a 550 nm [20].

También, se ha utilizado el producto de la reaccién de este



diurético con aminocinamaldehido en medio sulfirico, en presencia
de tricloruro de hierro [21]. Andlogamente, la hidroclorotiazida
ha sido cuantificada mediante reaccién previa con p-dimetilamino-

cinamaldehido.

Para la furosemida se han descrito otros procedimientos
colorimétricos basados, en la formacién de complejos con cobre
mediante tratamiento con acetato de cobre [22], oxidacién con
heteropolianiones de molibdeno [23], o con violeta de metilo
[24]. Este 1Ultimo procedimiento también se puede aplicar a la

determinacién de benztiazida.

En la estimacién de espironolactona se han aprovechado sus
reacciones con metanol en medio &cido [25], con &cido sulfidrico,
originando un complejo anaranjado (26], con cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio [27], con nitroprusiato sédico (28], con p-

dinitrobenzeno [20], o con tiosemicarbazida [30]

Cavrini y col. [31] propusieron el reactivo N-acetil-

cisteina para la determinacién de &cido etacrinico.

En la cuantificacién de amilorida han sido utilizados sus
productos de reaccién con nitroprusiato sédico en medio b&sico

[32]), y con 2,6-dicloroquinona [33].

Shinghal y Prabhudesai [34] emplearon p-dimetilamino-

benzaldehido para el andlisis cuantitativo de clortalidona.



Por otra parte Sastry y col. [35] propusieron el reactivo
3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona junto con diversos agentes
oxidantes para la determinacién de un conjunto de aiuréticos,
encontrando que amilorida, bumetanida y furosemida no requieren
ningin tratamiento previo, mientras que las tiazidas sélo pueden
ser evaluadas mediante la hidrélisis alcalina previa del grupo
amino. Este mismo procedimiento se aplicé a la determinacién de

acetazolamida [36].

También aparecen en la literatura algunos métodos basados
en la medida directa de la absorbancia de diuréticos como

furosemida [37] o hidroclorotiazida [38-40].

Las técnicas espectrofotométricas permiten el an&lisis de
mezclas binarias de diuréticos sin una separacién previa de los
mismos. Asi, es posible la determinacién de hidroclorotiazida en
presencia de amilorida [41, 42], triamtereno [43] o espirono-
lactona ([44]. Se han descrito ensayos para la determinacién

conjunta de diuréticos y otros féarmacos [45-49].

Dado que algunos diuréticos son fuertemente fluorescentes,
las técnicas fluorimétricas se han empleado en ocasiones para
incrementar la sensibilidad de algunas determinaciones. Asi por
ejemplo, el triamtereno y sus principales productos de
degradacién han sido cuantificados en diversas especialidades
farmacéuticas [50, 51], o en sangre [52], en este Ultimo caso
previa precipitacién y separacién de las proteinas de la muestra.

Con esta técnica también se determinaron bumetanida [53] y

10



amilorida [51, 54].

La fosforimetria ha sido utilizada en menos ocasiones. En
la bibliografia se describen ensayos para la determinacién
fosforimétrica de algunas drogas entre las cuales se incluyen

algunos diuréticos [55, 56].

Determinados electrodos selectivos se han aplicado con
buenos resultados a la determinacién en preparados farmacéuticos
de sulfonamidas [57] o é&cido etacrinico [58]. La bendro-
flumetiazida ha sido cuantificada utilizando métodos
conductimétricos y amperométricos [59]. Esta dGltima técnica se
empled en la determinacién mediante andlisis por inyeccién flujo
de acetazolamida [60]. Los métodos polarogrdficos también
permiten la identificacién y cuantificacién de clortalidona [61)]
y algunas benzotiadiazinas [62-64]. Recientemente se ha publicado
un método para la determinacién culombimétrica de bumetanida y

furosemida [65].

Por otra parte, se han propuesto algunos métodos enzimédticos
para la cuantificacién de diuréticos en muestras de orina [66],
asi como algunos inmunoensayos [67, 68)], aungque no son de

utilizacién comin.

En relacién con los métodos cromatogrdficos, cabe sefialar
que la cromatografia en capa fina (CCF) fue 1la técnica
inicialmente m&s utilizada en la separacién, identificacién y

cuantificacién de numerosas drogas, incluyendo diuréticos, en

11



combinacién con diferentes sistemas de deteccién. Esta técnica
resulté claramente ventajosa en relacién con los métodos no
cromatogrdficos debido a su capacidad para procesar simul-
tdneamente, en un periodo de tiempo relativamente corto,

diferentes muestras.

Aunque en ocasiones se ha trabajado en fase inversa [69],
la mayor parte de los métodos puestos a punto utilizan como fase
estacionaria gel de silice o alumina, mientras que como fase
mévil suelen utilizar cualquiera de los disolventes orgénicos
habituales en cromatografia (acetato de etilo, metanol,
ciclohexano, benceno, acetona, etc.), o0 una mezcla de éstos. Los
diuréticos son previamente extraidos de la matriz biolégica en
un disolvente orgénico. Dependiendo de la complejidad de la
matriz, en ocasiones se requiere un fraccionamiento de la muestra
para separar los diuréticos atendiendo a su caré&cter &cido/bésico
[70, 71]. Desde la aparicién de los primeros trabajos [72, 73]
se han publicado numerosos ensayos basados en el uso de
indicadores fluorescentes o reactivos coloreados que han hecho
posible la identificacién de éstos [69, 70, 74-91)]. Los limites
de deteccién en la mayoria de los casos son del orden de ug/mL.
Algunas veces este tipo de técnicas se han utilizado con fines
cuantitativos. Asi, 1la determinacién de furosemida, hidro-
clorotiazida, bendroflumetiazida o amilorida se ha realizado
tanto con deteccién espectrofotométrica [92, 93], como densi-

tométrica [94, 95] o fluorimétrica [96].

El desarrollo de la cromatografia en capa fina de alta

12



resolucién ha supuesto una mejora en la selectividad, al tiempo
que ha ampliado la aplicacién cuantitativa de la técnica, al
~ posibilitar la cuantificacién simulténea de diferentes diuréticos

[97, 98].

En la Gltima década varios trabajos han puesto de manifiesto
las posibilidades de la cromatografia gaseosa (CG) para separar
e identificar diuréticos y sus metabolitos a partir de muestras
biolégicas. El1 andlisis cualitativo mediante cromatografia
gaseosa estd claramente potenciado por las posibilidades de
acoplamiento a un espectrémetro de masas. Este detector
constituye en la actualidad el sistema m&s fiable para 1la
caracterizacién de diuréticos. Sin embargo, la identificacién de
éste tipo de compuestos mediante cromatografia gaseosa estd
limitada por su falta de volatilidad, asi como por la polaridad
de algunos de éstos, lo que hace necesario una derivatizacién
previa de los mismos. Esto conlleva un aumento notable en el
tiempo de anélisis y puede resultar inviable cuando se requiera

el andlisis de un gran nimero de muestras.

Mediante este sistema cromatogrdfico, recientemente ha sido
propuesto un procedimiento para el andlisis de screening aplicado
a un conjunto de cinco diuréticos en muestras de orina, basado
en la derivatizacién durante la etapa de tratamiento de la
muestra [99]. Para ello, las muestras se alcalinizan con una
disolucién de hidréxido sédico a la que incorpora
hidrogenosulfato de tetrahexilamonio. Después de 20 min se

completa la metilacién de los diuréticos, y éstos son extraidos
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en yodometano, lavando la fase org&nica con una disolucién
saturada de sulfato de plata. De esta manera se acorta el tiempo
de derivatizacién, siendo 1la deteccién muy selectiva, vy

consiguiéndose limites de deteccién entre 0.03 y 0.10 ug/mL.

Igualmente, este sistema de deteccién ha sido utilizado en
la cuantificacién de &cido etacrinico en muestras de plasma,
previa derivatizacién con bromuro de pentafluorobencilo [100].
El limite de deteccién alcanzado fue del orden de 10-20 ng/mL.

Un ensayo similar ha sido descrito por Sullivan y col. [101].

La cromatografia gaseosa también se ha utilizado en
conjuncién con otros sistemas de deteccién. Asi por ejemplo,
aquellos diuréticos que contienen un hetero&tomo de azufre en su
molécula como las tiazidas, han sido identificados o
cuantificados mediante detector de fotometria de llama [102-104].
También se han utilizado detectores de N-P o de ionizacién de
llama [105, 106]. Luzt y col. [107] han descrito un procedimiento
para la determinacién de hidroclorotiazida en plasma basado en

la utilizacién de detector de captura electrénica.

1.2.1 - Cromatografia liquida de alta resolucién

El an&lisis de f&rmacos en fluidos biolégicos ha
experimentado un notable avance con el desarrollo de 1la
cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR), siendo numerosas

las aplicaciones de esta técnica a la separacién, identificacién
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y cuantificacién de diuréticos, descritas durante los dltimos

afios.

En el andlisis de drogas mediante CLAR generalmente se
utiliza 1la cromatografia en fase inversa, en la que las
sustancias polares procedentes de un medio biolégico, son
separadas en una fase estacionaria apolar con eluyentes acuosos.
La elucién en gradiente es de gran utilidad para conseguir la
separacién completa de diuréticos de muy distinta polaridad en

tiempos relativamente cortos [108].

1.2.1.1. - Tratamiento de muestras

El andlisis de f&rmacos en muestras de orina, suero o plasma
mediante CLAR, requiere el tratamiento previo de las muestras
para separar proteinas, pigmentos, etc. de la matriz antes de ser
inyectadas en la columna. La imposibilidad de una inyeccién
directa radica en el consiguiente deterioro de la columna debido
a una adsorcién irreversible de las proteinas a la fase
estacionaria con lo que mermaria progresivamente la capacidad
separadora de ésta, a la vez que se incrementaria la presién del

sistema.

El tratamiento previo de muestras mas generalizado es la
extraccién liquido-liquido, que permite recuperar y concentrar
los analitos y separarlos de los compuestos de la matriz que

puedan deteriorar la columna. La extraccién se suele realizar en
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unas condiciones de pH adecuadas para obtener las mayores
recuperaciones de diuréticos atendiendo a su cardcter &cido o
basico. A veces, la etapa de extraccidén se ha automatizado, para
minimizar el tiempo de andlisis asi como la manipulacién de la

muestra [109].

En otras ocasiones se ha recurrido a una precipitacién y
posterior filtrado de las proteinas de las muestras mediante el
uso de disolventes orgédnicos polares como acetonitrilo o metanol
[110]. Bauza y col. [11l1] realizaron un estudio comparativo entre
la precipitacién con acetonitrilo, y la extraccién con acetato
de etilo para la recuperacién de furosemida en muestras de plasma
y orina. La recuperacién de diurético fue del 81-89 % y del 73-
103 % para extraccién y precipitacién respectivamente en muestras
de plasma, mientras que en muestras.de orina la extraccién con
acetato de etilo proporcioné una recuperacién del 62-89 %. La
precipitacién con acetonitrilo no proporcioné resultados
aceptables en las muestras de orina. Sin embargo otros autores
proponen el uso de acetonitrilo en el tratamiento de este tipo

de muestras [112].

En los 1ltimos afios han aparecido descritos en la
bibliografia algunos ensayos para diuréticos basados en la
utilizacién de empaquetamientos especiales gque impiden la
adsorcién de proteinas [113, 114]. Estos empaquetamientos son de
silice de un tamafio de poro estrictamente controlado para impedir
la entrada de las proteinas en los huecos donde se halla situada

la fase estacionaria, de manera que éstas son eluidas en el
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volumen muerto de la columna, mientras que los analitos penetran

en los poros y pueden interaccionar con la fase estacionaria.

También recientemente, se estén adaptando las técnicas de
extraccién en fase sélida, basadas en larutilizacién de cartuchos
rellenos de fase estacionaria del mismo tipo utilizado en las
columnas analiticas pero con un di&metro de poro mayor. Los
diuréticos son retenidos selectivamente y separados de la matriz
mediante la eleccién del eluyente adecuado. Estas técnicas han
sido aplicadas a amilorida [115], acetazolamida ([116] vy

furosemida [117, 118].

En 1985 De Lucia y col. [119], describieron por vez primera
la utilizacién de la cromatografia micelar con inyeccién directa
de la muestra sin ningin tratamiento previo. Sin embargo Dadgar
y Kelly [120], que estudiaron la determinacién de clortalidona
en muestras de plasma por cromatografia micelar de fase inversa,
seflalan que esta técnica s6lo da buenos resultados si se combina
con una extraccién previa. Ademds, en sistemas micelares se
produce una pérdida de la eficiencia cromatogrédfica, debido a que
la transferencia de materia esté menos favorecida. Por otra parte
Poluszny y col. [121] desarrollaron un sistema multidimensional
para un conjunto de drogas entre las que se incluia la
furosemida. En una primera fase, se utilizaba cromatografia
micelar para el tratamiento de las muestras con dodecilsulfato
sédico, mientras la separacién de los analitos tenia lugar en una
segunda columna conectada en serie con la primera, y utilizando

cromatografia convencional en fase inversa. Recientemente, Sentel
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y col. [122] han sefialado que la cromatografia micelar puede ser
adecuada para el andlisis directo de bumetanida trabajando con

el adecuado gradiente de elucién.

1.2.1.2. - Columnas y eluyentes

La separacién de diuréticos estd fuertemente condicionada
por la naturaleza de la fase estacionaria variando incluso entre
rellenos considerados equivalentes [123]. De Croo y col. [124]
han estudiado la influencia de la longitud de las cadenas
hidrocarbonadas de la fase estacionaria sobre la separacién de
diferentes diuréticos. ©Usando como eluyente una mezcla
agua/acetonitrilo, s6lo se observan pequeflas variaciones en los
tiempos de retencién de las tiazidas empleando columnas
LiChrosorb RP C18, C8 y C2, mientras que las variaciones son més
notables para los diuréticos que actian sobre el asa de Henle y

los inhibidores del intercambio de potasio.

Estos mismos autores también han investigado la influencia
de diferentes parémetros experimentales para mejorar la
eficiencia de las separaciones cromatogrdficas de diferentes
diuréticos [125)]. De entre 1las posibilidades consideradas,
encontraron que la fase 6ptima para la separacién de las tiazidas
es la compuesta por una mezcla acetonitrilo/agua (60:40),
mientras que para la separacién de los diuréticos que actdan en
el asa de Henle o los inhibidores del intercambio de potasio es

necesario un control adicional del pH. Por otra parte, la adicién

18



de propilamina a la fase mévil supone una mejora en la simetria
de los picos obtenidos para la mayor parte del conjunto de
diuréticos estudiados. Alternativamente se ha propuesto la

utilizacién de trietilamina con ésta misma finalidad [126].

También Smith y col. [123] ensayaron diferentes mezclas
acetonitrilo/&cido acético en agua, para la elucién de diuréticos
encontrando gque, aunque los tiempos de retencién estaban
fuertemente condicionados por la proporcién de &cido acético en
la disolucién acuosa, esto no llegaba a ser un factor critico

excepto para un reducido nimero de ellos.

Perlman y Kirschbaum [127] sefialan que la respuesta (altura
o &rea de pico) depende, para un amplio conjunto de f&rmacos
entre los cuales se encuentran algunos diuréticos, del disolvente
en el que se encuentra la muestra. Ademds esta respuesta puede
incrementarse a medida que aumenta la polaridad del eluyente, si
el soluto puede formar puentes de hidrégeno, como es el caso de
la hidroclorotiazida o bendroflumetiazida. Un comportamiento
similar fue encontrado para la elucién de estos compuestos en

fase normal.

Por otra parte también De Croo y col. [124] han observado
que, en la separacién de diuréticos con elucién en fase inversa,
un aumento en la temperatura de una mezcla eluyente
acetonitrilo/agua produce una disminucién en los factores de
capacidad (k) de la mayor parte de éstos. Las representaciones

Ln k frente a 1/T son lineales de acuerdo con la ecuacién de
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Van't Hoff, lo que indicaria que la retencién obedece Unicamente
a interacciones solvofébicas. Al aumentar la temperatura del
eluyente aumentaria su solubilidad en la fase estacionaria, con
la consiguiente disminucién en la retencién. Este mismo efecto

ha sido confirmado por Smith y col. [123].

Aunque la elucién en fase inversa es la modalidad més
empleada en el andlisis por CLAR de diuréticos, también es
posible trabajar en fase normal. Jane y col. [128] han utilizado
columnas de silice y una fase mévil metanol/perclorato aménico
para la separacién de diferentes diuréticos en conjuncién con
diferentes sistemas de deteccién, espectroscopia uv,

fluorimétrica y electroquimica.

1.2.1.3. — Detectores

A continuacién se indican, para cada tipo de detector, los
distintos procedimientos cromatogréficos que han sido propuestos
en los dltimos afios, para el andlisis de los diuréticos de mayor

difusién.

En la Figura 2 se muestra la distribucién de estos ensayos
en funcién tanto del sistema de deteccién utilizado, como de la
variedad farmacolégica estudiada, observandose que el sistema de
deteccién de mayor uso es la espectrofotometria UV-V, mientras
que las tiazidas constituyen la variedad farmacoiégica més

estudiada, ya que éste es el grupo de diuréticos de mayor
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difusiédn.

Inhibidores de 1*
anhidrasa carbdnice

18 X
Inhibidores del
Tiasidas intercambio de potasio
y derivados 17 x
34 X
Electroquimicos
5 X otros Fluorescencia Diuréticos que actuan
P 31 X sobre el asa de Henle

31 X

Figura 2. Distribucién de los procedimientos de analisis de
diuréticos mediante CLAR durante la ultima década: de acuerdo con
el sistema de deteccion wusado (2a) y con su clasificacion
farmacolégica (2b).

1.2.1.3.1. - Espectrofotometria UV-V

La deteccion por espectroscopia UV es la mas universal
debido a su versatilidad, sensibilidad y relativo bajo costo.
Para analisis rutinarios como control de calidad, un
espectrofotometro simple puede ser suficiente. Sin embargo, en

el analisis de grupos de compuestos de diferentes caracteristicas
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absorciométricas, pueden ser requeridos sistemas mas sofisticados
como los detectores de filas de diodos. La aparicién de este tipo
de espectrofotémetro ha mejorado de una forma notable las
condiciones de deteccién en cromatografia liquida, al
proporcionar el espectro de absorcién del eluato. Ademés presenta
ventajas adicionales como son su menor riesgo de fallo mecénico
y la mejora en la caracteristicas de picos obtenidos a flujos
elevados. Por todo ello el empleo de este tipo de detectores esté

generalizado en el andlisis cualitativo de diuréticos.

Con lés detectores UV/V pueden 1llegar a alcanzarse
sensibilidades del orden de los ng/mL, como puede verse en la
Tabla 1, gque muestra las propiedades analiticas mé&s importantes
de los diferentes procedimientos descritos en la bibliografia en
los dudltimos afios para la cuantificacién de diuréticos. No
obstante, la sensibilidad podria ser incrementada mediante una
adecuada derivatizacién de la muestra o un cambio en el disefio

de la celda de flujo.

Tiazidas y derivados

Hidroclorotiazida. Este es el diurético de uso m&s generalizado,
por lo que es también el diurético para el que se han descrito
mayor nimero de ensayos cuantitativos. Para su determinacién a
partir de preparados farmacéuticos, basté su extraccién con un
disolvente apropiado como metanol o acetonitrilo, Y su inyeccién

directa en la columna analitica. La deteccién suele llevarse a
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cabo entre 210 y 280 nm. De esta manera la hidroclorotiazida
puede ser cuantificada en muestras en las que esté combinada con
otro férmaco tras su separacién cromatogrdfica [129]. Como
eluyentes se han descrito diversas mezclas [130-134], asi como

la utilizacién de gradientes de elucién [135].

Para la determinacién en fluidos biolégicos, han sido
propuestos diferentes tratamientos de las muestras.
Christophersen y col. [136] determinaron el contenido de
hidroclorotiazida en suero filtrando previamente la muestra en
una columna Sephadex. La fraccién 1libre de proteinas fue
posteriormente inyectada en una columna analitica Spherisorb-0DS.
Sin embargo este procedimiento resulta muy lento, ademéds de
requerir dos columnas. Lin [112] utilizé una solucién alternativa
consistente en separar las proteinas por precipitacién con
acetonitrilo, tanto en muestras de plasma como de orina, con la
posterior inyeccién del sobrenadante en la columna analitica,
eluyendo con una mezcla acetonitrilo/tampén fosfato, y midiendo
la absorbancia a 271 nm. En el método propuesto se utilizaron dos
patrones internos, bromohidroclorotiazida e hidroflumetiazida,
para muestras de sangre y orina respectivamente, siendo la
recuperacién de diurético del 90-100 % en el intervalo de

concentraciones estudiado.

Koopmans vy col. [137] utilizan una mezcla de
agua/metanol/hidrogenosulfato de tetrabutilamonio/tris
(hidroximetilaminometano) como fase mévil, y clorotiazida como

patrén interno. La sefial analitica es registrada a 272 hm, y las
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muestras son tratadas con bicarbonato sédico para eliminar las
sustancias interferentes de la matriz. Con estas condiciones se
consiguen limites de deteccién de 0.025 ug/L en plasma y 0.5 ug/L

para orina (Tabla 1).

Esta sensibilidad es inferior a la obtenida por Shiu y col.
(138] como puede observarse en la Tabla 1, utilizando una mezcla
de agua/metanol/tetrahidrofurano para eluir la hidroclorotiazida,
previamente extraida de la muestra con acetato de etilo. La

deteccién fue realizada a 272 nm.

También se han empleado columnas de gel de silice para la
cuantificacién de hidroclorotiazida en diferentes fluidos
biolégicos [139]. En este caso, previa extraccidén en acetato de
etilo, los compuestos de la matriz fueron separados mediante
intercambio iénico, y los extractos de hidroclorotiazida y patrén
interno en metanol fueron separados utilizando como eluyente una
mezcla de n-hexano y etanol. La determinacién se llevé a cabo a
270 nm, consiguiéndose un limite de deteccién de 5 ng/mL en
muestras de plasma, siendo la respuesta lineal en el intervalo
20-1600 ng/mL. Un comportamiento similar fue obtenido para otro

tipo de fluidos como sangre o bilis.

Alton y col. [140] propusieron un método para la
determinacién de hidroclorotiazida en muestras de orina
aplicable en el intervalo de concentraciones 0.50-50 ug/mL. Este
procedimiento resulta de utilidad en el seguimiento de 1la

eliminacién de hidroclorotiazida hasta 48 horas después de su
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administracién. Sin embargo, se requiere un complejo tratamiento

de las muestras con sucesivas extracciones con acetato de etilo.

Un tratamiento previo similar fue propuesto por Palosi-
Szantho y col. [141] para plasma con recuperaciones superiores
al 90 %. La elucién de la muestré ée.reélizé en fase inversa con
una mezcla acetonitrilo/&cido acético, mientras que la sefial
analitica se midié a 271 nm. Las rectas de calibrado, utilizando
metilhidroclorotiazida como patrén interno, fueron lineales en
el intervalo 50-400 ng/mL, siendo el limite de deteccién de 10

ng/mL.

Bendroflumetiazida. Para la determinacién de este diurético, han
sido propuestos algunos procedimientos, aunque limitados al
anédlisis de diversas especialidades farmacéuticas y basados en
la disolucién de las muestras en metanol y su elucién con una
mezcla tampén acetato/cloruro sédico/metanol [142] o agua/metanol

[143].

Clortalidona. Se han propuesto diferentes ensayos para muestras
farmacéuticas. Walters y col. [144] utilizan una mezcla
agua/metanol como eluyente, y determinan este diurético a 254 nm.
También se ha empleado esta mezcla de disolventes en gradiente
(145), asi como mezclas tales como cloroformo/metanol [146] o

metanol/hidrogenofosfato aménico [147].

En relacién con su determinacién en fluidos biolégicos, y

dado que la clortalidona presenta una gran afinidad por los

25




glébulos rojos, donde se estima que se encuentra el 95-99 % de
la cantidad total, algunos investigadores recomiendan su

determinacién en sangre [148].

Guelen y col. [149]), en el primer ensayo cromatogréfico
descrito para 1la clortalidona en sangre, plasma y orina,
utilizaron una mezcla tampén acetato/acetonitrilo, con deteccién
a 226 nm. Sin embargo, la recuperacién de clortalidona en sangre

fue muy baja.

Lin [150] propone la eliminacién de las proteinas de
muestras de plasma y orina precipiténdolas con acetonitrilo. El
andlisis posterior de las muestras se realiza en una columna tipo
fenilo, utilizando una fase mévil compuesta por acetonitrilo y
tampén fosfato. La absorbancia se registra a 210 nm para las
muestras de plasma y a 250 nm para la orina. La respuesta fue
lineal en el intervalo de concentracién 0.2-5 y 4-190 ug/mL para
sangre y orina (Tabla 1), respectivamente, utilizando un patrén

interno diferente para cada tipo de muestra.

Alternativamente después de separar las proteinas de 1la
muestra, Rosemberg y col. [148], utilizaron como fase mévil una
mezcla tetrahidrofurano/acetonitrilo/fosfato de dibutilamina/
agua. Como patrén interno utilizaron sulfanilida, registrando la
seflal a 214 nm. La eficiencia de la extraccién fue del 86 %.

Muirhead y Chistie [151] propusieron el empleo de &cido

perclérico para la extraccién de clortalidona en sangre,
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obteniendo recuperaciones del 90 %. La fase mévil utilizada para
la separacién cromatogréfica fue una mezcla acetonitrilo/tampén
acetato, utilizando probenecida como patrén interno, y midiendo
la absorbancia a 214 nm. Bajo estas condiciones, el limite de

deteccién alcanzado fue de 25 ng/mL (Tabla 1).

Diuréticos que actian sobre el asa de Henle

Furosemida. Para la determinacién de este compuesto en preparados
farmacéuticos Rao y Raghuver {[152)], utilizaron una columna
pBondapack NH, y una mezcla de acetonitrilo/tampén acetato como
eluyente. El patrén interno usado fue cloropropamida, obteniendo
una respuesta lineal a 254 nm entre 0 y 75 ug/mL, con un limite

de deteccién de 0.5 ug/mL.

Andreasen y col. [153] utilizaron una columna pBondapack C18
para cuantificar furosemida asi como sus principales metabolitos.
Esta misma columna también fue empleada por Guermuoche y col.
[154] para la cuantificacién de este compuesto en muestras de

plasma, con un limite de deteccién de 10 upg/mL a 280 nm.

La separacién de furosemida de otros agentes terapéuticos
utilizados frecuentemente como drogas de abuso en medicina
veterinaria ha podido ser realizada utilizando empaquetamientos
especiales que permiten la inyeccién directa de la muestra [113].
Empleando una fase mévil compuesta por isopropanol/tetrahidro-

furano/tampén fosfato a pH 7.5 se consigue una buena resolucién
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a 241 nm.

Acido etacrinico. Yarwood y col. [155] han propuesto un ensayo
cromatogrdfico, para la separacién y determinacién de é&cido
etacrinico y sus principales productos de degradacién, aplicado
al estudio de la estabilidad de éstos, aunque no estéd descrita

su aplicacién a muestras biolégicas.

Inhibidores de la anhidrasa carbdénica

Acetazolamida. Los métodos propuestos para la determinacién de
acetazolamida a partir de fluidos biolégicos se Dbasan
generalmente en la extraccién de este f&rmaco con acetato de

etilo previamente a su inyeccién en la columna analitica [156].

Chapron y col. [157] utilizaron para lavar los extractos en
primer lugar tampén fosfato, y a continuacién tampén glicina.
Finalmente la acetazolamida se reextrae en acetato de etilo.
Aunque el ensayo propuesto por Chambers y col. [158] supuso una
reduccién considerable del tiempo de preparacién de la muestra,
se necesita igualmente una reextraccién para poder llevar a cabo
la determinacién de este diurético en muestras de suero. Estos
autores recomiendan la adicién de cloruro sédico a las muestras
para elevar la eficiencia de extraccién. De esta forma obtuvieron
recuperaciones de acetazolamida en muestras de plasma del orden
del 95 %, con una uUnica extraccién. El andlisis cromatogré&fico
de los extractos resultantes fue llevado a cabo en una columna

Ultraspere-ODS con una fase mé6vil compuesta por acetonitrilo y
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tampén acetato. La longitud de onda empleada para la deteccién
y cuantificacién de acetazolamida fue 254 nm, con lo Qque se
obtuvo un intervalo lineal de calibracién de 0.05-20 ug/mL y un

limite de deteccién de 0.05 ug/mL (Tabla 1).

Hwang y col. [159] precipitan las proteinas en muestras de
plasma con acetonitrilo, e inyectan directamente el sobrenadante
en una columna pBondapack. De esta manera se consiguen
recuperaciones superiores al 85 %, siendo la calibracién lineal
en el intervalo 1-20 upg/mL (utilizando clorotiazida como patrén

interno), con un limite de deteccién de 0.5 ug/mL (Tabla 1).

Sin embargo, la determinacién de este diurético en fluidos
biolégicos mediante elucién en fase inversa, estd limitada por
la presencia de la cafeina y sus principales metabolitos, que en
estas condiciones tienden a coeluir con la acetazolamida [116,

156].

Alternativamente, Hartley y col. [116] han utilizado
columnas de extraccién en fase sdlida para el tratamiento de

muestras de plasma previo a su elucién en fase normal.

Inhibidores del intercambio de potasio

Amilorida. Aunque la deteccién fluorimétrica es generalmente
preferida en el andlisis de muestras biolégicas por ofrecer una

mayor sensibilidad, en la bibliografia han aparecido algunos
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métodos que emplean deteccién UV/V. Asi Forrest y col. [115] han
propuesto un método para la determinacién de este diurético en
muestras de plasma con deteccién a 265 nm, utilizando columnas
de extraccién en fase sélida C18 para el tratamiento de la

muestra.

Van der Meer y Brown [160] han puesto a punto un
procedimiento para la separacién y determinacién de amilorida e
hidroclorotiazida en plasma, ya que estos diuréticos suelen
prescribirse conjuntamente. La resolucién completa de estos dos
diuréticos en una columna Cl18 puede conseguirse con una fase
mévil compuesta por acetonitrilo, metanol, tetrahidrofurano y

fosfato de tetraetilamonio.

Triamtereno. Este diurético puede ser cuantificado en plasma,
tras ser extraido con una mezcla de dietileter y propanol, en una
columna uBondapack C18, y eluido con una fase mévil constituida
por acetonitrilo, agua y @&cido acético ([161]). En estas
condiciones, el limite de deteccién a 365 nm es del orden de 20
ng/mL (Tabla 1). También pueden ser utilizados otros eluyentes
como mezclas tetrahidrofurano/isopropanol/agua [128], o

acetonitrilo/metanol/tampén acetato [162].

Espironolactona y canrenona. Desde que se descubrié que 1la
canrenona es el principal metabolito de la espironolactona, se
han desarrollado numerosos procedimientos cromatogrdficos para
la determinacién conjunta de ambas especies. Asi, Overdiek y col.

[163] propusieron la determinacién simulténea de espironolactona
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y sus principales metabolitos sulfurados 6B-hidroxi-7qa-
tiometilespironolactona, 7-g-tiometilespironolactona y canrenona,
en muestras de suero. Este procedimiento estd4 basado en 1la
separacién de estos compuestos en una columna de fase normal,
eluyendo con una mezcla diisopropil eter/metanol, registrando la
absorbancia a 240 nm. Los 'cbmpuestbé de interés fueron
previamente extraidos de las muestras de suero con tetracloruro
de carbono. De esta forma se consiguié la separacién completa de
éstos en un tiempo de anédlisis de aproximadamenpe 40 min, con
limites de deteccién de 5, 5, 10 y 20 ng/mL para 7a-tiometil-
espironolactona, espironolactona, canrenona y 68-hidroxi-7q-

tiometilespironolactona respectivamente (Tabla 1).

Sherry y col. [164] han utilizado una columna de fase
inversa para la cuantificacién de la espironolactona y sus
metabolitos en plasma, del cual son extraidos con acetato de
etilo, redisueltos en acetonitrilo, y posteriormente separados
con una mezcla metanol/agua utilizando un gradiente de elucién

céncavo.

Besenfelder y Endele [165] consiguen una sensibilidad
similar para la espironolactona, extrayéndola con acetato de
etilo previamente a su elucién en una columna tipo Nucleosil con

una fase mévil compuesta por metanol y diisopropil eter.

De Croo y col. [166] describen la determinacién simulténea
de espironolactona y altiazida en una columna LiChrosorb C18,

utilizando como eluyente una mezcla de acetonitrilo y agua, con
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deteccién a la longitud de onda méxima para cada compuesto (271
y 238 nm respectivamente). Estos mismos autores han estudiado las
condiciones éptimas para la deteccién selectiva y cuantificacién
simulténea de canrenona, su sal potdsica y butizida, en columnas
octadecilo y octilo [167], recomendando la utilizacién de una
columna C8, ya que puede llegar a obtenerse una buena resolucién
entre estos compuestos, con un eluyente convencional
(acetonitrilo/tampén fosfato), al tiempo que se consigue acortar
el tiempo de an&lisis. La longitud de onda empleada en la
deteccién de la canrenona y su sal fue de 286 nm, mientras que

para la butizida fue de 271 nm.

También han aparecido en la bibliografia diversos
procedimientos para el andlisis de combinaciones de
espironolactona o canrenona con otros fédrmacos con los que son
cominmente administrados. Asi, la cuantificacién simulténea dé
espironolactona e hidroflumetiazida, ha sido realizada en una
columna pBondapack NH, utilizando una fase mévil constituida por
metanol y cloroformo, acetazolamida como patrén interno, y
deteccién a 254 nm [168]. También se han puesto a punto métodos
para la determinacién simulté&nea de este diurético en combinacién

con furosemida [169] o con hidroclorotiazida [170].

Anadlisis de Screening

Aunque han sido publicados numerosos ensayos para la

cuantificacién individualizada de diuréticos asi como de mezclas
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de éstos, hay muy pocos métodos descritos para el andlisis de
screening de diuréticos, aparecidos casi todos ellos en los
Gltimos afios. Ademés, la mayor parte de éstos se limitan al
screening de mezclas de diuréticos puros, o bien consideran
Gnicamente un grupo reducido de los mismos. Asimismo han sido
publicados diversos sistemas cromatogféfibos para la separacién
e identificacién de farmacos de amplio uso, entre los cuales se

incluyen algunos de los diuréticos mé&s habituales [171-177].

El primer procedimiento para el screening de diuréticos
mediante CLAR fue propuesto por Tisdall y col. [178], limité&ndose
a mezclas sintéticas de tiazidas. Estos diuréticos fueron
separados en una columna up-Bondapack Cl18, y la seifial
cromatogrdfica fue registrada a 271 nm. Este ensayo supuso una
mejora en la identificacién selectiva con respecto a los métodos
espectrofotométricos convencionales desarrollados hasta ese
momento, pero presenta el grave inconveniente de que 1la
clorotiazida no puede ser detectada directamente, requiriéndose
un tratamiento adicional de las muestras con borohidruro sédico
(NaBH,) para convertir la posible clorotiazida presente en
hidroclorotiazida. Una muestra que dé positivo en
hidroclorotiazida debe ser nuevamente analizada omitiendo el
tratamiento con NaBH,. La desaparicién del pico correspondiente
a la hidroclorotiazida indicaria en ese caso la presencia de
clorotiazida en la muestra, mientras que la presencia de
hidroclorotiazida daria lugar a una sefilal no alterada por la
omisién del tratamiento con borohidruro de sodio. Adem&s, con el

procedimiento descrito se requieren dos fases méviles diferentes
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(mezclas &cido acético/acetonitrilo en diferente proporcién), ya
gue no es posible conseguir una completa resolucién entre las

disulfonamidas derivadas de la tiazida con una tGinica fase mévil.

También para las tiazidas, Shah y col. [179] propusieron un
método basado en la elucién de las muestras con mezclas de agua
y metanol o agua y acetonitrilo, capaz de detectar niveles de
diurético en orina comprendidos entre 1 y 10 yg/mL. Este
procedimiento es aplicado al screening de ocho tiazidas
diferentes, pero sélo puede ser aplicado en el caso de que la

muestra contenga un dnico diurético.

Cuando el screening se amplia a un mayor nimero de
diuréticos, o a una mayor variedad farmacolégica de estos, se
requiere trabajar en gradiente de elucién para conseguir una
resolucién aceptable en tiempos de andlisis razonables, asi como
emplear sistemas de deteccién més sofisticados, como el detector
de fila de diodos, capaces de discriminar entre diuréticos

eluidos a tiempos similares.

Asi, Fullinfaw y col. [180] proponen un método de screening
para doce diuréticos de diferentes grupos farmacolégicos, basado
en la separacién de éstos en una columna LiChrosorb RP-C18
termostatada a 50 °C, con un eluyente formado por acetonitrilo y
tampén fosfato, registrando la sefial a 271 nm. La identificacién
de cada diurético es posible registrando el espectro en el m&ximo
de absorbancia de cada pico cromatogrédfico. La extraccién de los

diuréticos de las muestras de orina en acetato de etilo, necesita
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una acidificacién previa de éstas con dihidrogenofosfato sédico.
Este tratamiento es poco eficiente para diuréticos fuertemente
dcidos, como la furosemida o la tiazida, aunque pueden ser
detectados niveles de 0.4 y 1 ug/mL respectivamente. Sin embargo,
el 4&cido etacrinico no puede ser detectado después de ser
ingerido en las dosis habituales, debido al bajo porcentaje de

éste eliminado a través de la orina.

En 1989, Cooper y col. [181] propusieron un método para el
screening de un amplio conjunto de diuréticos en muestras de
orina. El tratamiento de la muestra consiste en una doble
extraccién con acetato de etilo a pH &cido y bésico, para
asegurar la presencia en al menos uno de los dos extractos, tanto
de los diuréticos de marcado car&cter &cido como los fuertemente
basicos. En la elucién de las muestras se utiliza una mezcla
acetonitrilo-tampén fosfato en gradiente. Con una columna
Hypersil ODS se consigue una resolucién completa para la mayoria
de los diuréticos, aunque la flumetiazida, la furosemida y el
dcido etacrinico no son completamente separados del triamtereno,
metazolona y bumetanida, respectivamente. Alternativamente, puede
utilizarse una columna LiChrosorb, aunque persiste la coelucién
entre furosemida y metazolona. Las longitudes de onda utilizadas
en la deteccién son 230 y 275 nm, para las que se obtienen
limites de deteccién para la mayoria de los diuréticos
comprendidos entre 0.5 y 1.5 ug/mL. Sin embargo este
procedimiento es poco sensible para la amilorida, el A&cido
etacrinico y la probenecida, los cuales no pueden ser detectados

por debajo de 5 ug/mL.
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1.2.1.3.2. - Deteccién fluorimétrica

Este detector es utilizado en la cuantificacién de aquellos
diuréticos que presentan fluorescencia, aportando una mayor
sensibilidad y selectividad a las determinaciones. A continuacién

se indican las principales aplicaciones de este detector.

Diuréticos que actian sobre el asa de Henle

Furosemida. En la cuantificacién de furosemida, la deteccién
fluorimétrica es generalmente preferida a 1la deteccién
espectrofotométrica (182, 183), siendo 1las condiciones de
preparacién de muestra y elucién muy similares a las ya descritas

para la deteccién espectrofotométrica.

Largerstrdm [184) ha realizado un estudio comparativo para
el anélisis de diversas drogas en orina entre las que se
encuentra la furosemida, mediante la inyeccién directa de las
muestras en columnas LiChrosorb RP-C1l8 y RP-C8. Para la
furosemida, la relacién sefial/ruido encontrada era independiente
del tipo de detector, aunque la selectividad era mayor con el

detector fluorimétrico.

Rapaka y col. [185] obtuvieron conclusiones similares al
estudiar la influencia de determinados pardmetros experimentales

en la determinacién de furosemida en plasma. En éste caso el
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diurético es separado de las proteinas de la matriz precipitando
éstas con acetonitrilo. La separacién analitica se efectia en una
columna uBondapack utilizando para 1la elucién una mezcla
acetonitrilo/&cido fosférico. Estos autores estudiaron la
influencia del pH de la fase m6évil en la respuesta
cromatogrdfica, recomendando tfabéjér a‘pH = 2.0, puesto que la
fluorescencia de la furosemida es tanto mayor cuanto menor es el
pH. También fueron ajustados otros parédmetros experimentales
tales como la cantidad de muestra inyectada, la composicién de
la fase m6vil o la naturaleza del patrén interno, hasta conseguir
una sensibilidad de 20 ng/mL (Tabla 1). Al pH de trabajo, estos
autores no observaron una degradacién apreciable de la
furosemida. Sin embargo Kerremans y col. [186] han encontrado que
la furosemida se hidroliza rédpidamente en condiciones &cidas
especialmente si estd expuesta a la luz. Estos autores proponen
un ensayo basado en la extraccién del diurético de las muestras
biolégicas con &cido acético, protegiendo los extractos de la
luz, y cromatografidndolos en una columna Lichrosorb RP-8, con
un eluyente constituido por metanol/tampén fosfato (pH=3), siendo
la longitud de onda de excitacién 275 nm para muestras de plasma,
y 235 nm para orina, obteniendo limites de deteccién de 0.1 y 0.5

ug/mL para plasma y orina respectivamente (Tabla 1).

Han sido propuestas numerosas modificaciones [187-192], para
mejorar la sensibilidad de estos ensayos, obteniéndose limites

de deteccién del orden de unos pocos ng/mL.

Asimismo, en los dltimos afios se han incorporado técnicas
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alternativas para el tratamiento de las muestras, tales como la
inyeccién directa asociada al empleo de la cromatografia micelar

[119], o columnas de extraccién en fase sélida [117, 118}].

Bumetanida. La préctica totalidad de los métodos propuestos para
el andlisis cromatogrdfico de bumetanida utilizan detector
fluorimétrico. El1 tratamiento previo de muestra se realiza
mediante extraccién liquido-liquido convencional o, en el caso
de muestras de plasma eliminando las proteinas con acetonitrilo
[193]. Dado que la fluorescencia de este compuesto es méxima a
pH 4, generalmente se usan fases méviles tamponadas a pH &cidos
[194, 195). Como patrones internos han sido utilizados diferentes
compuestos tales como el &cido 4-benzil-3-n-butilamino-5-
sulfamoil benzoico [195, 196] o un derivado de la bumetanida como
la 5-metil-bumetanida ([197] o la 4-benzil-bumetanida [199].
Habitualmente la longitud de onda de excitacién est& comprendida
entre 330 y 340 nm, mientras que la de emisién se encuentra entre
400 y 440 nm. Con estas condiciones se pueden alcanzar limites
de deteccién inferiores a los 10 ng/mL [199], incluso de 0.1

ng/mL.

Inhibidores del intercambio de potasio

Amilorida. Los primeros estudios sobre la determinacién de
amilorida en muestras biolégicas con deteccién fluorimétrica,
fueron desarrollados por Yip y col. [200], en una columna RP-C18

con una fase mévil formada por acetonitrilo y dcido perclérico
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a pH = 2.2, y una longitud de excitacién de 286 nm, siendo el
limite de deteccién de 4 ng/mL. Posteriormente, han sido
publicados diferentes ensayos que suponen una mejora en la
sensibilidad, como puede observarse en la Tabla 1. Asi, Vincenk
y col. [201] han utilizado columnas de extraccién en fase sélida
de gel de silice, en las Que eéte-diurético es separado de la
matriz y preconcentrado, por elucién selectiva con una disolucién
de &cido perclérico. A continuacién, las muestras son cromato-
grafiadas en una columna de fase inversa con una fase mévil
constituida por metanol y una disolucién de perclorato sédico.
Con longitudes de onda de excitacién y de emisién de 368 y 417
nm respectivamente, se consigue un limite de deteccién de 1

ng/mL.

Bechgaard [202] ha utilizado una columna de tipo C18
directamente <conectada a la columna analitica, para el
tratamiento de muestras de plasma, que son de esta manera
directamente inyectadas en el sistema cromatogrd&fico. Con este
procedimiento la amilorida puede ser detectada por debajo de 0.2
ng/mL. Esta sensibilidad es del mismo orden que la encontrada
por Somogyi y col. [203] para muestras de plasma, de las que la
amilorida es extraida en acetato de etilo formando un par iénico
con azul de bromotimol a pH 7.6. Posteriormente el analito es
reextraido en hidréxido de tetrabutilamonio, y eluido en una

columna C18 con una mezcla agua/trietilamina.

La determinacién de amilorida también puede realizarse

mediante elucién en fase normal [204].
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Por otra parte, y dado que este diurético suele ser
administrado en combinacién con la hidroclorotiazida, Van de Meer
y col. [160] proponen un método para la estimacién simulténea de
los niveles de ambos diuréticos en plasma. Este procedimiento
se basa en la medida de la seflal analitica para la amilorida a
una longitud de onda de excitacidén de 368 nm y de 415 nm para la
emisién; para la cuantificacién de 1la hidroclorotiazida se
requiere un detector espectrofotométrico, ya que este compuesto

no es fluorescente.

Triamtereno. En la determinacién de triamtereno en muestras
biolégicas se utilizan condiciones similares a las ya descritas
para los ensayos con deteccién espectrofotométrica, incremen-
tdndose la sensibilidad hasta niveles de 1 ng/mL [205-207]
(Tabla 1).

Canrenona. Aunque la canrenona es fluorescente, numerosos
estudios han confirmado que aquellos métodos cromatogréficos que
utilizan detectores de fluorescencia proporcionan concentraciones
de canrenona falsamente elevadas, debido a la contribuéién a la
sefial de su metabolito 7-q-tiometilespironolactona, con el que
coeluye en la mayor parte de los sistemas cromatogré&ficos. Por
ello, aunque han aparecido algunos trabajos que utilizan este
detector [208, 209], generalmente se prefiere la deteccién

espectrofotométrica.
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1.2.1.3.3. - Otros detectores

Tradicionalmente, el uso de detectores electroquimicos ha
estado restringido a aquellas susténcias que contenian en su
molécula grupos funcionales que podian ser oxidados o reducidos
con facilidad. Sin embargo en los Gltimos afios, el desarrollo de
nuevos electrodos, asi como la mejora de los disefios para la
derivatizacién de los analitos, han ampliado considerablemente
las posibilidades de aplicacién de los detectores electroguimicos
en cromatografia liquida. En el anélisis de diuréticos, ademés
de ofrecer una mayor sensibilidad con relacién a la deteccién
espectrofotométrica, el empleo de detectores electroquimicos
puede simplificar considerablemente la etapa de preparacién de

muestra, debido a su elevada selectividad.

El empleo de electrodos de carbén vitrificado ha permitido
la cuantificacién de hidroclorotiazida [129, 210] o furosemida
(211]. En este dltimo caso la sensibilidad se incrementa en un

factor de 10 con relacién a la deteccién espectrofotométrica.

Musch y col. [212] han realizado un estudio comparativo
entre los detectores UV/V y los electroquimicos para un amplio
conjunto de fé&rmacos, entre los que se incluian diferentes
diuréticos. Estos autores sefialan que, aunque la sensibilidad se
incrementa al utilizar un electrodo de carbono vitrificado con
relacién a la deteccién UV, los diuréticos son, del conjunto de
compuestos estudiados, el grupo menos favorecido. Asi, estos

sistemas resultan ventajosos en el an&lisis de triamtereno y
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amilorida, que <contienen aminas arométicas primarias, o]
furosemida e hidroclorotiazida, con aminas aromdticas secundarias
en su estructura. Por el contrario, la deteccién de benztiazida

resulta poco adecuada mediante este tipo de sistemas.

Bachman y col. [213] han empleado un sistema de
derivatizacién post-columna en linea, en el gque mediante una
reaccién fotoquimica se obtienen derivados electroactivos de la
hidroclorotiazida y la espironolactona, lo que ha permitido la
evaluacién simulté&nea de estas dos especies en preparados

farmacéuticos con limites de deteccién de unos pocos ng.

Aungque el acoplamiento entre la cromatografia liquida y la
espectrometria de masas ha sido muy problemético [214], en los
dltimos afios se han empezado a comercializar diferentes inter-
fases, que han hecho de ésta técnica una herramienta muy Gtil en
el anédlisis de f&rmacos [215-217], especialmente en el andlisis
de screening. Recientemente Ventura y col. [218] han publicado
un método para el screening de un conjunto de cinco diuréticos
en muestras de orina. El método descrito es altamente sensible,
con limites de deteccién comprendidos entre 10 y 150 ng/mL. Sin

embargo el coste de la técnica resulta todavia elevado.
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Diurético Deteccidn Muestra Intervalo dinéaico de Limite de deteccién Recuperacién Referencia

concentracién (pg/mL) (ng/mL) (%)
Hidroclorotiazida uv Suero 0.1 - 0.8 50 97 - 98 136
uv Plasma 0.0159 - 0.195 - 90 - 100 112
Orine 1.9 - 57 - 90 - 100 112
uv Plasma 0.025 - 1 25 80 £ 4 137
Orina 2.66 - S3.2 500 64 £ 2 137
uv Orina 0-20 50 80 138
uv Plasma 0.02 - 1.6 5 96.8 139
Orina 5 - 200 - - 139
Hemolizado 0.02 - 0.4 - - 139
Bilis 0.02 - 0.6 - - 139
uv Orina 0.5 - 50 250 70.8 £ 3.08 140
uv Suero C.0S - 0.4 10 90 141
uv Plasma 0.010 - 0.55 10 96 £ 2 160
Clortalidona uv Sangre 0.0 S.27 ge.1 15 148
uv Sangre 10 47.6 £ 2.7 149
Plasma 0.0Sl 0.s 70 + 3 149
Orina 10 100 £ 2 149
uv Sangre 0.2 5 150
Orina 4 190 150
uv Sangre 0.0(2 2.5 151
Furosemida uv Suero 50 153
uv Plasma 20 20000 10000 154
Fluorimétrica Plasma 0.02 0.9 20 185
Fluoriaétrica Plasma 0.27 5.3 100 85 - 89 186
Orina 1.04 519 500 95 - 97 186
Fluorimétrica Plasma 10 188
Orina 188
Fluoriaétrica Plasma 0.0085 0.205 189
Orina 0.4 20.2 189
Fluorimétrica Plasma 0.01 15 69.9 190
Orina 0.5 20 98.6 190
Fluoriaétrica Suero 0.025 10 93.5 191
Orina 1.5 25 90.8 191
Fluoriaétrica Suero 93.5 - 101.7 192
Orina 90.8 192
Fluorimétrica Plasma 118
Orina ]:ﬁ) ue
Acetatolamida w Suero 1-25 156
uw Suero 0.05 - 20 50 95.9 - 97. 158
uv Plasma 1- 20 500 85 159
Amilorida uv Plasma 0.001 - 0.05 - 101.2 £ 1.4 115
Fluoriaétrica Plasma <0.5 - 20) 4 65.9 200
Orina (10 - 50) - 65.9 200
Fluorimétrica Suero - 1 201
Orina . 1 - 201
Fluorimétrica Plasma (0.001 - 0.02) 0.2 es 202
Fluorimétrica Plasma 0.0035 - 0.025 0.2 82 203
Orina 0.50 - 2 0.2 . 203
Fluorimétrica Plasma 0.5 - 15 0.5 - 204
Orina 0.1 - 2 0.1 - 204
Triaatereno uv Plasma 20 91-99 161
Fluorimétrica Plasma - 1 78.8 £ 7.4 205
orina (0.1 - 2 1 85.4 £ 3.5 205
Fluorimétrica Plasma 0.0032 - 0.0315 - 97 - 118 206
Orina 0.15 - 2.36 - 206
Fluoriaétrica Plasma 0.1 - 1 1 207
Orina 40 _ 207
Espironolactona uv Suero 0.05 - 0.4 5 89 £ 5 163
Canrenona uw Suero 0.05 - 0.4 10 95 £ 2 163
Espironolactona uv Plasma ! 0-05 - 85 - 87 164
Canrenona uv Plasma 0 - 0.5 5 86 - 87 165
Canrenona v Suero 0-05 5 68 165
Bumetanida Fluoriaétrica Plasma 0.001 - 0.1 71 £ 4 194
Fluoriaétrica Orina 0.01 - 0.2 195
Fluoriaétrica Suero 71£7 - 91£7 196
L. Orina 95 £ 6 196
Fluoriaétrica Plasma 0. 85 - 95 197
Fluoriaétrica Plasma ]1 198
Orina 198

Tabla 1. Propiedades analiticas de los diferentes métodos
propuestos para el analisis de diuréticos en muestras biolégicas
((*) Intervalo de concentracion estudiado).
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Debido a que en la actualidad los diuréticos son uno de los
grupos de farmacos de mayor difusién [219], y teniendo en cuenta
los riesgos que entrafia su uso indebido, el andlisis de screening
de diuréticos resulta de gran interés en el tratamiento de
pacientes cuando no se dispone del historial clinico de los

mismos.

Por otra parte, en los Gltimos afios los diuréticos han sido
utilizados fraudulentamente en el &mbito deportivo fundamen-
talmente por dos razones, para obtener una rdpida reduccién del
peso corporal antes de una competicién, en deportes con
categorias de pesos, y para reducir la concentracién en orina de
otros posibles agentes dopantes mediante la r&pida produccidén de
una cantidad elevada de ésta, dificultando asi la deteccién de
estos compuestos en controles antidoping. Ademds, debido a que
los diuréticos pertenecientes al grupo de los inhibidores de la
anhidrasa carbénica producen un aumento en el pH de la orina,
estos agentes también se han consumido para reducir 1la
eliminacién a través de la orina de posibles sustancias dopantes
basicas, disminuyendo la probabilidad de ser detectadas. Estos
fadrmacos también se han empleado en el mundo del deporte para
reducir la retencién muscular de agua, uno de los efectos
secundarios producido por los esteroides anabolizantes. Por todo
ello en 1988, 1la Comisién Médica del Comité Olimpico
Internacional decidié incluir los diuréticos en su lista de
clases de sustancias prohibidas. Los diuréticos prohibidos fueron

[220]: acetazolamida, amilorida, bendroflumetiazida, benztiazida,
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bumetanida, &cido etacrinico, canrenona, clormerodrina, clorta-
lidona, diclorfenamida, furosemida, hidroclorotiazida, mersalil,
espironolactona, triamtereno y sustancias similares. Asimismo se
prohibi¢ la utilizacién de agentes uricostricos, tales como la
probenecida que, ademds de presentar un cierto caracter
diurético, al prolongar la permanencia en el plasma de algunas
sustancias, disminuyen su excrecién urinaria, por lo que algunos
deportistas los toman para enmascarar el consumo de esteroides

anabolizantes.

Por todo ello, en la presente Memoria se ha estudiado en
primer lugar, la separacién e identificacién de un conjunto de
diuréticos, con el fin de establecer unas condiciones que
permitan un anélisis de screening répido y sensible, dado que la
bibliografia existente, como se ha puesto de manifiesto
previamente, trata este tipo de anélisis en contadas ocasiones,

no existiendo un procedimiento optimizado en este sentido.

Los diferentes diuréticos sobre los que se ha desarrollado
este estudio han sido elegidos, de entre los disponibles en el
mercado, por su mayor difusién asi como por ser representativos
de las distintas variedades farmacolédgicas. En este estudio se
incluye la probenecida por su interés desde el punto de vista del
control del doping. Por otra parte, la bibliografia sobre 1la
determinacién de probenecida es limitada, con tan sélo dos
referencias en los udltimos afios [221, 222]). Los compuestos

analizados, asi como sus estructuras quimicas, se muestran en la
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siguiente figura (Figura 3).
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Con el fin de poder evaluar con mayor rigor desde un punto
de vista cualitativo la situacién actual del tema, es necesario
disponer de datos sobre las caracteristicas farmacocinéticas de
estos compuestos. En la literatura se establece que el
comportamiento farmacocinético, varia considerablemente en
funcién de la accién farmacolégica desarrollada por cada

diurético [219].

Asi, los compuestos que actdan sobre el asa de Henle se
absorben muy ré&pidamente, aunque en proporcién variable. La vida
media de este tipo de diuréticos es también muy corta, por lo que
son completamente eliminados a las pocas horas de ser ingeridos.
El grado de metabolizacién varia desde el 50 % de la furosemida
y bumetanida, hasta casi el 70 % en el caso del A&cido etacrinico.
Adem&s, este Gltimo diurético es mayoritariamente excretado en
bilis, por lo que la fraccién de &cido etacrinico inalterado que

es eliminada a través de la orina es muy pequefia.

Las tiazidas y compuestos derivados son férmacos de accién
m&s lenta. La vida media de estos compuestos puede llegar a ser
de hasta 60 horas, como en el caso de la clortalidona, si bien
para la bendroflumetiazida este periodo se reduce a unas 3 horas.
Estos compuestos son eliminados en proporcién variable tanto por

excrecién urinaria, como por metabolismo.

De entre los diuréticos inhibidores del intercambio de

potasio, la espironolactona es el gue presenta una mayor vida
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media, que se prolonga varios dias después de su administracién.
Este compuesto se metaboliza parcialmente en canrenona, que
también presenta cierta actividad diurética. Por su parte el
triamtereno tiene una vida biolégica de unas pccas horas, siendo
ademéds extensamente metabolizado en el higado. Por el contrario,
la amilorida se elimina précticéﬁeﬁté inalterada a través de la

orina, con un periodo de vida media del orden de las 6-9 horas.

La acetazolamida (inhibidor de la anhidrasa carbdénica) es
un farmaco de accién muy répida, con una vida media de 3-6 horas,
siendo mayoritariamente eliminado a través de la orina sin sufrir

alteraciones.

En la Figura 4 se muestran los perfiles de excrecién
urinaria para una serie de diuréticos y probenecida, asi como las
dosis administradas de cada uno de ellos [181]. Con los métodos
més recientes para el andlisis de screening con deteccién UV
[180, 181], la deteccién de algunos diuréticos que presenten
bajos tiempos de vida media, s6lo puede llevarse a cabo durante

periodos de tiempos muy cortos después de su ingestién.

Este es el caso de los diuréticos que actian sobre el asa
de Henle. Asi por ejemplo, para la bumetanida se han encontrado
limites de deteccién del orden de 1 - 1.5 ug/mL, por lo que
cuando es administrada en dosis normales, no podria ser detectada
después de B'horas de haber sido ingerida. Para la furosemida

pueden establecerse consideraciones similares. El 4&cido
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etacrinico es un caso limite, ya que ademds de tener un tiempo
de vida muy corto, es mayoritariamente metabolizado, como se ha
indicado con anterioridad. Con 1la sensibilidad de los
procedimientos descritos hasta el momento para el screening de
diuréticos, no es factible la deteccién de este compuesto después

de ser administrado en dosis normales.

Por razones similares, la bendroflumetiazida, (para la cual
se han obtenido limites de deteccién de 0.5 - 1 ug/mL), no puede

ser detectada después de 12 horas de haber sido administrada.

La concentracién de espironolactona en orina estd préxima
a su limite deteccién a las 24 horas de haber sido ingerida,

debido a su metabolizacién en canrenona.

Por todo ello son de valorar los esfuerzos encaminados al
desarrollo de métodos de screening mds sensibles, que no
conduzcan a una merma en la resolucién, y en este sentido se

orienta parte del trabajo de esta Memoria.
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Por otra parte, del estudio de la bibliografia se deriva
que, del conjunto de diuréticos considerado, la determinacién de
acetazolamida en fluidos biol6gicos mediante cfomatografia
liquida en fase inversa, es posiblemente la més problem&tica,
debido a la tendencia de este compuesto a coeluir con la cafeina
y otras metilxantinas derivadas de la cafeina [223-225], cuya
presencia en muestras biolégicas esté& generalizada, tanto por su
uso terapéutico, como por su ingestién a través de la

alimentacién.

Numerosos estudios indican que la acetazolamida, la cafeina
y las metilxantinas, teofilina, teobromina y paraxantina
(principales metabolitos de la cafeina), son compuestos de
polaridad muy similar, por lo que la mayor parte de los
procedimientos cromatogrdficos que utilizan elucién en fase
inversa, son incapaces de conseguir su adecuada separacién en
tiempos de anédlisis razonables. lLa separacién de teofilina y
paraxantina mediante cromatografia 1liquida de fase inversa
resulta especialmente dificil, lo que unido al hecho de que sus
espectros son muy similares, hace préActicamente imposible su

cuantificacién por procedimientos convencionales [226-229].

Por esta razén, la cafeina y la teofilina han sido seflaladas
como interferencias potenciales en la mayor parte de los ensayos
cuantitativos propuestos para la acetazolamida [116, 156, 223].
Asimismo, la acetazolamida ha sido caracterizada como uno de los

principales interferentes en las determinaciones de metil-
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xantinas, especialmente de teofilina, cafeina y teobromina [224,

229, 230].

También hay que considerar que la determinacién de
teofilina, fdrmaco cominmente utilizado como broncodilatador en
el tratamiento de afecciones respiratorias, es de gran
importancia, ya que debido a las grandes variaciones
interindividuales en la eliminacién de éste, las dosis
administradas deben ser ajustadas para cada paciente. Las mismas
consideraciones pueden hacerse para las determinaciones de
cafeina, que en ocasiones es utilizada en como sustituto de la
teofilina con la misma finalidad que ésta. Ademds, dado que la
cafeina, la paraxantina y la teobromina son farmacolégicamente
activas, generalmente se requiere la evaluacién conjunta de estas
especies. En estas determinaciones, el tiempo de andlisis es un
factor de gran importancia, al depénder el tratamiento de los

pacientes del resultado del mismo [231, 232].

Por lo tanto, resulta de gran interés la puesta é punto de
procedimientos cromatogrdficos que permitan la separacién de la
acetazolamida de las principales xantinas, asi como la evaluacién
conjunta de éstas, con suficiente precisién y rapidez [229, 233,

234].

Los métodos cromatogrdficos que se han centrado en 1la
resolucién completa de teofilina y paraxantina empleando fase

inversa, conducen a la elucién de la cafeina en tiempos de
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retencién muy elevados, en ocasiones superiores a los 30 min
[231] ya que suelen emplear elucién isocrética, o bien implican

la utilizacién de elevados flujos de fase mévil [227, 235].

También se han sugerido diversas modificaciones en la fase
mévil, tales como la adicién de un modificador orgénico
(tetrahidrofurano o N,N-dimetilformamida), o el empleo de un
reactivo formador de pares idénicos [228, 236, 237]. Estas
variantes pueden conseguir una separacién casi completa entre la
teofilina y la paraxantina, pero con las columnas y flujos
habituales, los tiempos requeridos para la elucién de las
muestras son excesivamente elevados [238]. Por otra parte,
trabajar con un eluyente formador de pares iénicos, implica un
control estricto de las variables experimentales (pH, fuerza
iénica, temperatura, etc.) para asegurar una buena
reproducibilidad, adem&s de acortar la vida de las columnas [228,

239].

Otros autores han apuntado la posibilidad de conéeguir la
separacién cromatogrdfica de acetazolamida y las principales
xantinas, mediante su elucién en fase normal. Aunque en estas
condiciones, 1la selectividad mejora [116, 240], este modo
operativo estd poco difundido en los laboratorios de andlisis
clinicos por ofrecer menores prestaciones, asi como por la

dificultad de mantener separaciones estables [241].

El apartado de esta Memoria dedicado al tema, se ha centrado
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en el estudio y puesta a punto de un sistema cromatogrédfico que
posibilite 1la evaluacién de acetazolamida, asi como 1la
determinacién conjunta de las principales xantinas, sin necesidad
de introducir modificaciones con respecto a las condiciones
habituales de trabajo en andlisis clinico. Se ha preferido por
ello utilizar un eluyente tipico de fase inversa, buscando unas
condiciones que proporcionen una separacién lo mas efectiva
posible de acetazolamida y las principales xantinas, en el menor

tiempo de andlisis posible.

Una vez justificado el interés del tema, los objetivos de

la presente Memoria se pueden resumir en los siguientes puntos:

1. Estudio de factores que afectan a la sensibilidad y
resolucién cromatogrédfica en un procedimiento de
screening de diuréticos, utilizando detector
espectrofotométrico de fila de diodos, y en base a los
datos bibliogr&ficos, para la puesta a punto de un

procedimiento optimizado.

2. Desarrollo de un método de tratamiento previo de las
muestras de orina, m&s répido que la extraccién
liquido-liquido y basado en el empleo de columnas de

extraccién sélido-liquido. Comparacién de resultados
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y puesta a punto de un procedimiento global de
screening de diuréticos para muestras de orina, de

acuerdo con los resultados del apartado anterior.

3. Determinacién de acetazolamida en presencia de
xantinas (cafeina, teofilina, paraxantina y
teobromina). Comparacién de 1los procedimientos de
tratamiento previo de muestras. Puesta a punto de la

determinacién conjunta de xantinas.

La presente Memoria se ha desarrollado en base a un proyecto
que fue objeto de la concesién de una beca a Dofia Rosa Herréez
Herndndez, del Plan de Formacién de Personal Investigador en

Espafia (PN89-73655396).

Este trabajo se ha reflejado en los siguientes articulos,

publicados o enviados a revistas de carédcter internacional:

"Estimation of Diuretic Drugs in Biological Fluids by HPLC", Rosa
Herrdez-Hern&ndez, Pilar Campins-Falcé and Adela Sevillano-
Cabeza, Chromatographia, 33 (1992) 177.

"Improved Screening Procedure for Diuretics", Rosa Herréez-
Hern&ndez, Pilar Campins-Falcé and Adela Sevillano-Cabeza,
Journal of Liquid Chromatography (aceptado).

58



"“Solid-Phase Extraction Techniques for Assay of Diuretics in
Human Urine Samples", Pilar Campins-Falcd, Rosa Herrdez-Hernéndez
and Adela Sevillano-Cabeza, Journal of Liquid Chromatography, 14,
(1991) 3575.

"Determination of Acetazolamide in Human Urine Samples by
Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography in Presence
of Xanthines", Rosa Herrédez-Herndndez, Pilar Campins-Falcé and
Adela Sevillano-Cabeza, Journal of Chromatography (en revisién).

“Determination of Caffeine in Human Urine Samples Free of the
Interference of its Metabolites by Reversed-Phase Liquid
Chromatography Using Solid-Phase Extraction for Sample Clean-Up",
Pilar Campins-Falcé, Rosa Herr&ez-Herndndez and Adela Sevillano-
Cabeza, (enviado por invitacién del Editor para su publicacién
en Journal of Liquid Chromatography).

"Development of the H-Point Standard Additions Method for Coupled
Liquid Chromatography and UV-Visible Spectrophotometry", Pilar
Campins-Falc6, Francisco Bosch-Reig, Rosa Herré&ez-Hernandez and
Adela Sevillano-Cabeza, Analytica Chimica Acta, 257, (1992), 89.

“Determination of Theophylline and Paraxanthine in Urine Samples
by HPLC Using the H-Point Standard Additions Method", Pilar
Campins-Falc6é, Francisco Bosch-Reig, Rosa Herré&ez-Hernédndez and
Adela Sevillano-Cabeza, Analytica Chimica Acta (aceptado).
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— Reactivos y Apanatos






Reactivos

- Amilorida (cedido por ICI-Pharma)

- Acetato de etilo (para CLAR, Scharlau)

- Acetato de plomo (R. A., Fluka).

- Acetato de sodio trihidratado (R. A., Probus)
- Acetazolamida (cedido por Cyanamid Ibérica)

- Acetonitrilo (para CLAR, Scharlau)

- Acido acético (R. A. 96 %, Probus)

- Acido etacrinico (Sigma)

- Acido fosférico (R. A. 85 %, Probus)

- Bendroflumetiazida (Sigma)

- Bumetanida (cedido por Boheringer Ingelheim)
- Cafeina (Aldrich)

- Carbonato pot&sico (R. A., Probus)

- Ciclotiazida (cedido por Boheringer Ingelheim)
- Clortalidona (cedido por ICI-Pharma)

- Cloruro sédico (R. A., Probus)

- Dietilamina (R. A., Carlo Erba)

- Dihidrogenofosfato de potasio (R. A., Probus)
- Dihidrogenofosfato de sodio monohidratado (R. A., Merk)
- Espironolactona (cedido por Searle Ibérica S.A.).
- Furosemida (cedido por Lasa)

- Hidroclorotiazida (cedido por ICI-Pharma)

- Hidrocloruro de propilamina (R. A., Fluka)

- B-Hidroximetilteofilina (Sigma)

- Hidrogenocarbonato sédico (R. A., Probus)

- Metanol, (para CLAR, Scharlau)

- Monohidrogenofosfato s6dico (R. A., Probus)
- Paraxantina (Sigma)

- Probenecida (Sigma)

— Teobromina (Sigma)

- Teofilina (Fluka)

- Triamtereno (Sigma)
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Las disoluciones patrén de cada diurético asi como de las
diversas xantinas, han sido preparadas disolviendo 50 mg del
compuesto puro en 25 mL de metanol (2000 ug/mL), excepto en el
caso de triamtereno que fue preparado disolviendo la misma
cantidad del compuesto en 100 mL (500 pg/mL). Las disoluciones
de patrén interno han sido preparadas disolviendo 25 mg del
compuesto en 500 mL de metanol (50 pg/mL). Todas las disoluciones

fueron guardadas en la oscuridad a 2°C.

El agua utilizada en la preparacién del componente acuoso
de la fase m6évil fue destilada, desionizada y filtrada en filtros

de nylon, 0.45 um (Teknokroma).

Las disoluciones acuosas de la fase mévil fueron preparadas
diariamente, filtradas con filtros de nylon de 0.45 um
(Teknokroma) y desgasificadas con una corriente de helio

inmediatamente antes de ser usadas.
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Aparatos

En la separacién cromatogréfica de las muestras se ha
utilizado un cromatégrafo liquido Hewlett-Packard 1040A, equipado
con un detector de fila de dibdos, y conectado a un sistema de
tratamiento de datos (Hewlett-Packard HPLC Chem Station) para la
adquisicién y almacenamiento de los resultados. El camino 6ptico
de la celda empleada fue de 6 mm, con un volumen de 8 uL. La
anchura de la rendija fue de 4 nm. Este equipo dispone de una
bomba cuaternaria (Hewlett-Packard, 1050 Series) con un inyector

de muestra de 25 uL.

Se ha empleado una columna analitica de Hypersil ODS-C18 (5
pm, 250 mm x 4 mm) Hewlett-Packard de tipo cartucho, con una
precolumna LiChrospher 100 ODS (15 um, 4 x 4 mm) Hewlett-Packard,

y filtros para columnas de 4 mm (Hewlett-Packard).

En la preparacién de la fase mévil se ha utilizado un equipo

de filtracién Scharlau S.A.

En la preparacién de las muestras se han ensayado columnas
de extraccién en fase sélida Bond-Elut (Scharlau, S. A.) Cl18, C8,
C2, CH, PH y CN, con una capacidad de carga de 100 mg/l mL, y

Extra-Sep C18, 200 mg/3 ml (Teknokroma).

Todas las muestras han sido filtradas antes de su inyeccién
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en la columna analitica con filtros de nylon (0.45 um,

Teknokroma) .

La inyeccién de las muestras se ha llevado a cabo con una

microjeringa Hamilton de 25 pL.
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3.3.1.- Estudio de las variables que afectan a la sensibilidad

y resolucién cromatografica

Este apartado se inicia contrastando los procedimientos
propuestos por Fullinfaw y col. [180] y Cooper y col. [181],
elegidos por ser los mAs recientes de entre los que utilizan
deteccién UV/V, asi como por ser los que contemplan un mayor
nimero de diuréticos. A continuacién se realiza un estudio de la
influencia de 1los principales par&metros que afectan a la
separacién cromatogrdfica. En todos los casos, las muestras
ensayadas se obtuvieron a partir de los productos puros

utilizando metanol como disolvente.

3.3.1.1.- Métodos de Cooper y col. y de Fullinfaw y col.

Procedimiento experimental

En el procedimiento propuesto por Cooper y col. [181] se
utiliza elucién en gradiente con tampén fosfato de pH = 3 (0.05
M en NaH,PO,.H,0 y 0.016 M en hidrocloruro de propilamina que
actia como modificador). Inicialmente se parte de un contenido
constante del 15% en acetonitrilo hasta 1los dos minutos,
elevdndose linealmente éste a continuacién, hasta alcanzar el 80%
a los veinte minutos. A partir del minuto 20 la composicién de
la fase mévil se mantiene constante. El flujo de la fase mévil

es de 1 mL/min, y el volumen de muestra es de 5 uL. Como patrén
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interno se utiliza B-hidroximetilteofilina.

También han sido reproducidas las condiciones de elucidn
utilizadas por Fullinfaw vy col. [180], pero operando a
temperatura ambiente y manteniendo el flujo a 1 mL/min. Este
procedimiento wutiliza igualmente como eluyente una mezcla de
acetonitrilo/tampdn fosfato de pH = 3, con una concentracién 0.01
M de fosfato. Partiendo de un contenido constante en acetonitrilo
del 10 % hasta los 1.5 min, se eleva éste hasta alcanzar el 35%
a los 3.5 min, manteniéndose constante a partir de ese momento.
En este procedimiento no se utilizan ni patrdédn interno ni
modificador del componente acuoso de la fase movil. La
comparacién entre estos dos gradientes se muestra en la Figura

5.

100.00

75.00

% 50.00

25.00 -

0.00
0.0 5.0 _10.0 ] 20.0 25.0
Tiempo (min)

Figura 5. Programas de elucidn utilizados en
los procedimientos propuestos por Cooper y
col. (a) y Fullinfaw y col. (b).
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La identificacién de cada uno de los componentes de la
mezcla sintética analizada disuelta en metanol, ha sido llevada
a cabo por comparacién de sus espectros (obtenidos a los
respectivos tiempos de retencién), con los obtenidos previamente
mediante la inyeccién directa de cada uno de ellos.

El detector ha registrado los espectros del eluato entre 200
y 400 nm (cada 4 nm) a intervalos de 460 ms, siendo la longitud
de onda de referencia de 450 nm. Se han elegido tres longitudes
de onda de trabajo (230, 254 y 275 nm) para poder tener
informacién de todos los compuestos de la mezcla debido a que
éstos poseen distintas propiedades absorciométricas.

Los ensayos han sido realizados a temperatura ambiente.

Resultados y discusién

En la Figura 6 aparecen los espectros de absorcién de los
diferentes compuestos considerados cuando se utiliza como fase
mévil una mezcla de acetonitrilo y tampén fosfato. Para esta
mezcla de eluyentes, los espectros no se modifican bésicamente
al cambiar el perfil de elucién en todos los casos estudiados.
Esta figura refleja una gran variedad de situaciones
absorciométricas. En general, los méximos de absorcién de mayor
intensidad aparecen en la regién de longitudes de onda 220 - 270
nm. Tan s6lo presentan maximos de absorcién alrededor de 350 nm

amilorida, triamtereno, furosemida y bumetanida.
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Figura 6. Espectros de absorcién de los compuestos estudiados en
una fase mdévil acetonitrilo/tampdédn fosfato. (Cantidad inyectada
de cada compuesto, 0.5 pg; patrdén interno, 0.25 pg).
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Con las condiciones utilizadas por Cooper y col., la mezcla
de diuréticos inyectada tarda aproximadamente 17 min en ser
eluida. Los cromatogramas obtenidos (Figura 7) muestran una
completa separacidn de todos los diuréticos a excepcidn del acido
etacrinico y la bumetanida, cuyos tiempos de retencidén (tR) son
de 15.70 y 15.91 min respectivamente. ILa ciclotiazida presenta
dos picos, hecho ya descrito en la bibliografia, y gque ha sido

atribuido a la existencia de isdmeros oépticos [178, 180].

800-1
700
600

500. 230 nm

300.

234 nm

200

100.

275 nm

oJg

Figura 7. Cromatogramas obtenidos con el programa de
elucidén utilizado por Cooper y col. Cantidad inyectada
de cada diurético, 0.5 pg; patrdé4n interno, 0.25 pg.
(Picos: wver Tabla 2).
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Los tiempos de retencién obtenidos en estas condiciones para

la mezcla de diuréticos ensayada, se muestran en la Tabla 2.

Diurético Tiempo de retencién (min)
Cooper y col. Fullinfaw y col.
1 - Amilorida 3.40 9.32
2 -~ Patrén interno 4,07 5.58
3 - Acetazolamida 4.52 5.87
4 - Hidroclorotiazida 6.61 6.48
5 - fTriamtereno 8.01 15.46
6 — Clortalidona 9.66 7.43
7 - Furosemida 12.92 ' 12.02
8 - Ciclotiazida (pico a) 14.66 18.52
(pico b) 14.68 19.81
9 - Bendroflumetiazida 15.41 24.42
10 -— Acido etacrinico 15.70 -
11 - Bumetanida 15.91 -
12 - Espironolactona 16.87 -

Tabla 2. Tiempos de retencién obtenidos con los gradientes de
Cooper y col., y Fullinfaw y col.

En este sistema cromatogrdfico, el &cido etacrinico da lugar
a un pico ancho, asimétrico y de poca intensidad alin a 230 nm,
lo cual dificulta su identificacién. En el presente trabajo se
ha puesto de manifiesto que su posicién depende notablemente de
pequefias variaciones en las condiciones experimentales,
especialmente del pH de la disolucién acuosa de la fase mévil,
asi como de su propia concentracién.

Asi, se han inyectado diversas mezclas de diuréticos con

distinto contenido en &cido etacrinico, observéndose que el
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tiempo de retencién disminuye notablemente a medida que aumenta
su concentracidén, y por tanto la cantidad de diurético inyectada
(Figura 8). Cuando la cantidad inyectada es inferior a 0.5 pg,

este diurético coeluye con la bumetanida a un tiempo de retencidn
de 15.9 min. Para cantidades comprendidas entre 0.5 y 1 pg el
solapamiento de los picos cromatograficos es menor, y el tiempo
de retencidén del acido etacrinico ha disminuido lo suficiente
como para poder ser distinguido claramente de la bumetanida (tR
= 15.7 - 15.4 min). ©Para cantidades de &cido etacrinico
superiores a 1.25 pg se ha adelantado tanto que practicamente
coeluye con la bendroflumetiazida (tR=15.3 min). Por ultimo, si
la cantidad de diurético inyectada es mayor de 2.5 pg, la seflal

del &acido etacrinico aparece claramente por delante de la
bendroflumetiazida (a 2.5 pg se observa un hombro a tR = 15.2

min)

2.3

Figura 8. Cromatogramas
normalizados para dife-

5.0E4- rentes muestras de bendro-
flumetiazida (pico 1),
4 0E4 bumetanida (pico 2) y

4dcido etacrinico (pico 3).
Las cantidades inyectadas
3 0E4 fueron 0.075:0.075:0.075
(8a), 0:0.5:0.5 (8b), 3:0:
1 (8c), 1.25:1.35:1.25
2 0E4 (8d) y 1.25:1.35:2.50 (8e)
pg de bendroflumetiazida,
bumetanida y acido etacri-
10000 nico, respectivamente.
Longitud de onda, 230 nm.

oJ
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En la Figura 9 aparece reflejada la variacion del tiempo de
retencién del acido etacrinico, a medida que varia el pH del
componente acuoso de la fase moévil. Se observa que el pH de esta
disolucidon resulta ser un factor critico para este diurético, Ilo
que probablemente es debido a la proximidad del pH de trabajo a
su pKa, que es de 3.5. Pequefias variaciones en el pH de la fase
acuosa se traducen en distintos grados de solapamiento e incluso
pueden llegar a alterar el orden de elucion. Asi por ejemplo para
una mezcla de acido etacrinico y bendroflumetiazida (cantidades
inyectadas 1.25 jlg en ambos), por debajo de pH 3.1, la
bendroflumetiazida eluye antes que el acido etacrinico, y para

pPH superiores eluye después.

16.0

'0
Cc 15.5
) p—
0.15.0
acido etacrinico
14.5

2.80 3.10

Figura 9. Variaciéon de los tiempos de retenciéon de
bendroflumetiazida y acido etacrinico en funcion del
pH del tampon fosfato. Cantidad inyectada de cada
diurético, 1.25 pg.
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Aunque la velocidad de cambio en la composicion de la fase
movil es superior en el método propuesto por Fullinfaw y col.,
la fuerza final del eluyente es notablemente inferior (Figura 5).
Por ello, los tiempos de retenciéon obtenidos con este perfil de
elucién, son muy superiores a los obtenidos, para los mismos
compuestos, por el procedimiento de Cooper y col., tal como puede
observarse en la Figura 10, que muestra los cromatogramas
obtenidos para I|la misma muestra que en el <caso anterior,
utilizando este nuevo gradiente. Bumetanida, acido etacrinico y
espironolactona presentan tiempos de retencion superiores a los

30 min.

900

230 nm

800
700 @ 0
800
500

400

234 nm

300
200.

100:

273 ni

0J
30

Figura 10. Cromatogramas obtenidos con el programa de
elucioén utilizado por Fullinfaw 'y col. Cantidad
inyectada de cada diurético, 0.5 pg; patréon interno,
0.25 i (Picos: ver Tabla 2).
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Los tiempos de retencién correspondientes a los diferentes
diuréticos se muestran en 1la Tabla 2. Estos valores son
superiores también a los obtenidos por Fullinfaw y col., lo que
se debe a que ellos utilizaron un flujo de fase mévil y una
temperatura superior. Sin embargo el orden de elucién y las
caracteristicas de los picos obtenidos para los diferentes
diuréticos son similares.

Ademéds, este procedimiento resulta menos general que el ya
descrito, pues se limita al screening de un nimero inferior de
diuréticos entre los cuales no se incluye ningn representante

de los inhibidores de la anhidrasa carbénica ni la probenecida.

Por ello, en el estudio siguiente se ha tomado como punto
de partida la composicién de fase mévil utilizada por Cooper y
col., modificando sistem&ticamente, las distintas variables
experimentales que afectan a la separacién cromatogrédfica con
objeto de poder mejorar la condiciones para la deteccién e
identificacién de los compuestos de interés, asi como de acortar

el tiempo de anélisis.
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3.3.1.2.- Optimizacién de las condiciones cromatograficas

En este apartado se ha estudiado la influencia.de diferentes
parametros experimentales: programa de elucidén, composicién de
la fase mévil (naturaleza, pH derla_disolucién acuosa, fuer:za
iénica y modificador orgénico), asi como el volumen de inyeccién
de muestra, sobre la separacién de los diuréticos considerados.
Durante este estudio el flujo de fase m6vil se ha mantenido a un
valor constante de 1 mL/min, ya que la utilizacién de flujos
inferiores supone un aumento del tiempo de anélisis, mientras que
si se eleva este valor aumenta la presién del sistema, lo que
puede resultar peligroso para la columna especialmente durante

los primeros minutos del gradiente.

3.3.1.2.1.- Programa de elucién

Se han ensayado diferentes programas de elucién, con
gradientes lineales de diferentes pendientes y longitudes, a los
que en ocasiones se han incorporado periodos de elucién
isocr&tica, manteniendo el resto de las variables cromatogré&ficas
constantes, e iguales a las utilizadas por Cooper y col. (pagina
79, 80).

En primer lugar se acorté el tiempo necesario para alcanzar
el 80% de acetonitrilo (contenidos de acetonitrilo superiores

conducen a la aparicién de problemas de incompatibilidad de los
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dos disolventes utilizados), de acuerdo a los perfiles que se

muestran en la Figura 1l1. El gradiente 1 de esta figura, coincide

con el utilizado por Cooper y col.

100.00

75.00

0 50.00

25.00

0.00
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Tiempo (min)

Figura 11. Programas de elucidén ensayados
modificando la velocidad del gradiente.

Los cromatogramas obtenidos para estos programas (Figura
12), muestran que al aumentar la velocidad del gradiente,
disminuyen los tiempos de retencién de los diuréticos mas
retenidos, quedando préacticamente inalterados los compuestos de
tiempos de retencién inferiores a 5 min. Si la velocidad de
programacidédn aumenta hasta alcanzar el 80 % de acetonitrilo en
un tiempo inferior a los 8 min, se obtiene una separacidn

incompleta de bendroflumetiazida vy <ciclotiazida. La sefial
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aparecida a un tiempo de retencion ligeramente superior al

de la
espironolactona, corresponde problablemente a una impureza de la
fase movil. En todos los casos, se mantiene el orden de elucién
obtenido con el gradiente de Cooper y col. (Tabla 2).
500" Gradiente 1
4001
300t
280 5
1001
20
500- Gradiente 2
400-:
3001
2001 < 2
s U L
0J
(o} 5 10 15 20

Gradiente 3

10 15 20

Figura 12. Cromatogramas obtenidos con los programas
de eluciéon de la Figura 11. Longitud de onda, 230 nm.
Cantidad inyectada de cada diurético, 0.5 pg; patrén

interno, 0.25 pg. (Picos: ver Tabla 2).
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Para acelerar la elucion de los diuréticos menos retenidos,
se suprimio la etapa isocratica inicial, ensayandose los

diferentes gradientes mostrados en la Figura 13.

100.00 4

75.00

Q5 50.00

25.00

0.00
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0

Tiempo (min)

Figura 13. Programas de eluciéon ensayados suprimida la
etapa isocratica inicial.

En la Figura 14 se muestran los cromatogramas obtenidos para
estos perfiles de elucion. En todos los casos, se mantiene el
mismo orden de eluciéon que en los casos anteriores (Tabla 2).
Como se observa en esta figura, con el gradiente 5 la muestra
sintética de diuréticos estudiada es eluida en un tiempo total

inferior a los diez minutos sin que se observe una pérdida
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significativa de resolucion, lo que al mismo tiempo supone un
ligero aumento en la sensibilidad. Para gradientes de mayor
fuerza eluyente (gradiente 6), la separacion entre la

ciclotiazida vy

la bendroflumetiazida no es completa.

500- Gradiente 4 ol
i r (02
4001 3
g 300-i
0
E  200i . ® €
1001 II JL
0J Kkn | r - —
3 2 4 6 8 10 12
T1lme Cm1n.)
500-a cGradiente 5
400
* r
D
E m 00
£ J0)
4 6 10
T1me Cmin.)
500- Gradi ente 6
400
D 300
E 200
100
0~ JhL -
0 4 6 8 10 12
T1me (min.)
Figura 14. Cromatogramas obtenidos con los programas
de elucion de la Figura 13. Longitud de onda, 230 nm.
Cantidad inyectada de cada diurético, 0.5 pg; patrén
interno, 0.25 ;igq (Picos: ver Tabla 2).
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Por ultimo, se elevd el contenido inicial de acetonitrilo

segun el esquema mostrado en la siguiente figura (Figura 15).

100.00
75.00

<$ 50.00

25.00

0.00

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0
Tiempo (min)
Figura  15. Programas de elucién ensayados con

distintas composiciones iniciales de la fase mévil.

Esta modificacidén no supone una mejora apreciadle en la
resolucién ni resulta ventajoso desde el punto de vista del
consumo de acetonitrilo como se desprende de la observacidn de

los cromatogramas obtenidos con estos gradientes (Figura 16).
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Tampoco en este caso varia el orden de elucion de los diferentes

diuréticos, con respecto al obtenido en los casos anteriores.

500*3 Gradiente 5

400-i o
D 300-i
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D 300-: 1
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§ 200. o ®
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4 G 8 12
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Figura 16. Cromatogramas obtenidos con los programas
de eluciéon de la Figura 15. Longitud de onda, 230 nm.
Cantidad inyectada de cada diurético, 0.5 pg; patrén
interno, 0.25 adgy. (Picos: ver Tabla 2).
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Por todo ello, el gradiente 5 de la Figura 13, en el que
partiendo de un contenido inicial de acetonitrilo del 15 %, se
eleva hasta el 80 % en el min 8, manteniéndose constante a partir
de ese momento, es el que presenta un mejor compromiso entre

disminucién del tiempo de anélisis y una buena resolucién.

La reduccién en los tiempos de retencién de los compuestos
estudiados, conduce a una mejora adicional en la sensibilidad,
ya gque aumenta la seflal analitica para la mayoria de los
diuréticos, sin que se produzca un aumento significativo del
ruido de fondo, tal y como puede observarse en la Tabla 3, que
muestra para los programas 1 - 6, la altura de pico a 230 nm de

los diferentes diuréticos.

Diurético Altura de pico (mUA) / Gradiente
1* 2 3 4 5 6
Amilorida 50 47 55 57 52 52
Patrén interno 35 52 66 68 70 76
Acetazolamida 28 36 58 54 58 63
Hidroclorotiazida 232 319 354 345 388 436
Triamtereno 147 209 204 226 256 263
Clortalidona 220 323 344 308 347 360
Furosemida 348 503 514 496 549 550
Ciclotiazida (pico a) 110 169 189 184 195 198
(pico b) 124 175 199 194 202 213
Bendroflumetiazida 82 108 143 128 141 143
Acido etacrinico 59 81 85 58 82 87
Bumetanida 246 330 345 352 351 365
Espironolactona 191 199 209 193 198 195

Tabla 3. Altura de pico a 230 nm obtenida con los programas de
elucién 1-6. ((*) Valores obtenidos con el gradiente propuesto
por Cooper y col.).
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Los cromatogramas obtenidos con el gradiente elegido, a las
3 longitudes de onda de trabajo, aparecen en la Figura 17.(En

esta muestra se ha incluido la probenecida (13)).

900

800

700

800 230 nm
500

400

300 254 nm
200:

100-
275 nm

Figura 17. Cromatogramas obtenidos a las longitudes de
onda de trabajo con el gradiente 5. Cantidad inyectada
de cada compuesto, 0.5 JjjF patron interno, 0.25 jiq
(Picos: ver Tabla 2).

Con este perfil de elucion, el pH del componente acuoso de
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la fase mévil no resulta ser un pardmetro critico para el acido
etacrinico, como se deriva de la observacién de la Figura 18. En
el intervalo de pH estudiado, no se modifica el orden de elucidn
ni para el acido etacrinico, ni para ninguno de los otros
componentes de la mezcla ensayada, lo que representa una clara
ventaja cuando se compara con el procedimiento desarrollado por
Cooper y col. Sin embargo persiste la forma asimétrica y la poca
intensidad para la sefial del &cido etacrinico, lo que puede ser
atribuido a la proximidad del pH de la disolucién acuosa de la

fase mévil a su pKa, que es de 3.5.

10.00 -

g EapironoJocton*
Ac. ttocnn»oo ¢ durr>#ton>o0
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Hidrodowtioxida

Amllorido

Figura 18. Variacién del tiempo de retencidén de 1los
diuréticos con el pH del componente acuoso de la fase
mévil. (Gradiente 5).
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Para estudiar el efecto de la concentracidén sobre la sefial
del &cido etacrinico en este nuevo sistema, se ensayaron mezclas
de 4&cido etacrinico de diferentes concentraciones, con una
cantidad inyectada de este compuesto comprendida entre 0.25 vy
1.25 jjg, y una cantidad de bumetanida constante de 0.5 pg. En
todo el intervalo de concentraciones estudiado acido etacrinico
y bumetanida coeluyen a tR= 8.7. Los espectros que se obtienen
para una mezcla bumetanida/dcido etacrinico 0.50:0.50 jjg en
diferentes posiciones de la sefial cromatografica se muestran en
la Figura 19, observandose un transiciédn entre el espectro de la
bumetanida, y el del &cido etacrinico. En el tiempo de retencidn
se obtiene un espectro que es la suma de los dos compuestos. Para
un tR = 8.71 min tan sélo se observa el espectro del é&cido
etacrinico, lo que es debido a que este diurético presenta un

pico muy ancho y asimétrico.

300-

200.

100

250 300 350

Figura 19. Espectros obtenidos en distintas posiciones
de pico para mezclas &cido etacrinico/bumetanida: 1 -
8.62 min, 2 - 8.64 min, 3 - 8.66 min, 4 - 8.68 min, 5
- 8.71 min. Cantidades inyectadas de ambos diuréticos,
0.5 jjg.
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Por otra parte, la alteracidédn del espectro en el maximo de
la sefial cromatografica (8.7 min) es proporcional a la
concentracidén relativa de ambos diuréticos, y difiere tanto mas
del obtenido para la bumetanida pura cuanto mayor es el contenido
en &cido -etacrinico; esta alteracidén es proporcional a la
cantidad de acido etacrinico inyectada, tal y como se pone de
manifiesto al evaluar el desplazamiento de la ordenada en el
origen de la segunda derivada del espectro de la bumetanida -zero
Crossing—, (Figura 20). En este caso se ha tomado como longitud
de onda de referencia 280 nm, para la que se anula la segunda

derivada del espectro de la bumetanida.

281 nm

m=EY

250 300 350
Wavelength (nm)

Figura 20. Segunda derivada de los espectros obtenidos
en el maximo de los picos cromatogradficos de mezclas
dcido etacrinico/ bumetanida. Cantidades inyectadas:
acido etacrinico, 0.25 - 1.25 pg; bumetanida, 0.5 pg.
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La relacion lineal existente entre el desplazamiento de Ila
segunda derivada del espectro de la bumetanida, y la concen-
tracién de acido etacrinico en las muestras (Figura 21),
evidencia gue la modificacion del tRdel acido etacrinico con su

concentracion es insignificante [242].
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Concentrociéon de acido etacrinico ((jg/mL)

Figura 21. Desplazamiento de la segunda
derivada del espectro obtenido en el maximo
del pico cromatografico para mezclas

bumetanidal/acido etacrinico. Cantidad inyec-
tada: bumetanida, 0.5 ;jg; acido etacrinico,
0.25-1.25 pg, equivalente a concentraciones
comprendidas entre 50 y 250 pg/mlL.
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3.3.1.2.2.- Disolucién acuosa de la fase mévil

Los problemas gque el sistema cromatogréfico propuesto
ocasiona en la identificacién y posible cuantificacién del &cido
etacrinico, como consecuencia de su acidez (pK, = 3.5) plantean
la necesidad de buscar unas condiciones mds apropiadas para éste,
asi como para los posibles compuestos de bajo pK,, tal es el caso
de la probenecida (pK, = 3.4), que también origina en las
condiciones utilizadas anteriormente un pico ancho, asimétrico

y de baja intensidad.

En ese sentido se pensé en utilizar una fase acuosa con un
pH ligeramente mé&s alto, para que el pH de la fase mévil
estuviese mds alejado del valor critico para estos'compuestos,
puesto que la utilizacién de pH inferiores a 3 en la fase acuosa
no es aconsejable desde el punto de vista de la vida de la

columna asi como de la conservacién del equipo cromatogréafico.

Para el estudio de pH superiores a 3 se utilizé inicialmente
tampén fosfato de pH 4. A este pH, la solubilidad de la fase
acuosa en acetonitrilo es inferior, lo que obliga a trabajar con
contenidos inferiores al 80 %. En este caso el contenido final
de acetonitrilo en la fase mévil fue del 60 %, manteniendo
constantes el resto de las variables. Esto implica un aumento

considerable en el tiempo de elucién de las muestras (Figura 22).

El aumento del pH de la fase acuosa tuvo un marcado efecto
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sobre el tiempo de retenciéon de algunos diuréticos, especialmente
en el del acido etacrinico (tR= 8.8 min), que al ser acelerado
fue eluido por delante de la bumetanida (tR=9.9 min),bendroflu-
metiazida (tR=10.0 min), e incluso ciclotiazida (tR=9.9 min).
Sin embargo no mejora las caracteristicas de su sefal. El acido
etacrinico puede por ello ser identificado de wuna forma mas
fiable, aunque el sistema continua siendo poco sensible para este
diurético. Por el <contrario, en estas condiciones no estan
completamente resueltos ciclotiazida, bendroflumetiazida y
bumetanida. Para el resto de diuréticos se mantiene el orden de

elucion con respecto al obtenido al utilizar un tampén de pH =

3.
500“
400j
300-;
200j
1007
0*
10
Figura 22. Cromatograma obtenido con una fase movil
acetonitrilo/ tampoéon fosfato de pH = 4. Longitud de
onda, 230 nm. Cantidad inyectada de cada compuesto,
0.5 jjg; patréon interno, 0.25 pg. (Picos: ver Tabla 2).
También se ensaydé un tampoén acético/acetato de pH = 4, como
componente acuoso de la fase moévil. Inicialmente la elucion de
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la mezcla analizada fue llevada a cabo utilizando un perfil de
elucién y una fase mévil similar a la ya descrita para el tampén
fosfato, pero ajustando el pH a un valor de 4 con &cido acético

glacial.

Los resultados obtenidos para los distintos casos reflejan
la imposibilidad de trabajar a longitudes de onda menores de 250
nm por la absorcién de la fase mévil. Los cromatogramas obtenidos
para longitudes de onda superiores (Figura 23), muestran una
disminucién notable en la retencién del &cido etacrinico con
respecto a la bumetanida, como consecuencia de la elevacién del
pH de la fase acuosa, y por lo tanto se obtiene una completa
resolucién entre bumetanida y &cido etacrinico, que incluso es
eluido antes que bendroflumetiazida y ciclotiazida, tal y como
habia sido observado para el tampén fosfato de pH 4. Pero a
diferencia del caso anterior, con este nuevo tampén mejoran
considerablemente las caracteristicas de la sefial cromatogréfica
del é&cido etacrinico, que ahora da lugar a un pico agudo y de
mucha mayor intensidad. Este mismo comportamiento se observa para
la probenecida. Como consecuencia de estas caraéteristicas en los
picos de ambos compuestos, la seflal obtenida para ellos es muy
superior a la obtenida a la misma longitud de onda en el caso de
utilizar tampén fosfato (pH = 3); en el caso de la probenecida
la respuesta obtenida es incluso superior a la obtenida a 230 nm

con un tampén fosfato (pH = 3).
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Hay que senalar que en estas <condiciones amilorida vy

acetazolamida no estan completamente separadas.

254 nm
300.
vJ
200. 275 nm
100"
0J

Figura 23. Cromatogramas obtenidos con una fase maévil
acetonitrilo/tampén acetato de pH = 4. Cantidad
inyectada de cada compuesto, 0.5 pg; patron interno,
0.25 ,;jq (Picos: ver Tabla 2).

Al igual que en el caso del tampoén fosfato, se han probado

diferentes perfiles de eluciéon que aparecen reflejados en Ila

Figura 24.
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Figura 24. Programas de eluciéon ensayados
para una fase movil acetonitrilo/tampén
acetato de pH = 4.

Los cromatogramas correspondientes a estos programas, se
muestran en la Figura 25, en los que se mantiene el orden de
eluciéon obtenido con este mismo tampén para el gradiente anterior
(Figura 23). De la observacion de estas figuras, se deduce que
el programa que proporciona una resolucién o6ptima en un menor
tiempo de analisis es el mismo que en el caso de wutilizar un
tampoén fosfato de pH = 3 (esto es, el que partiendo de un 15% de
acetonitrilo en el minuto cero alcanza el 80 % de acetonitrilo
en el minuto 8, manteniendo este valor constante hasta el final
del analisis). Esta disolucion no plantea los problemas de
solubilidad en acetonitrilo como ocurre con el tampén fosfato a

pH = 4.
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Si la elevaciéon de la fuerza del eluyente es mas gradual,
la eluciéon completa de la mezcla requiere tiempos demasiado altos
(gradiente 9), mientras que con el gradiente 6, triamtereno y
ciclotiazida no estan completamente separados de clortalidona y

bendroflumetiazida, respectivamente.

Gradiente 5
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Figura 25. Cromatogramas obtenidos con los programas
de elucién de la Figura 24. Longitud de onda, 254 nm.
Cantidad inyectada de cada compuesto, 0.5 pg; patron
interno, 0.25 pg. (Picos: ver Tabla 2).
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La utilizacion de una fase acuosa de pH superior a 4, para
el programa de elucién optimizado, no resulta apropiada ya que
para estos valores de pH, los compuestos de pKa bajos disminuyen
ligeramente su tR pero por otra parte resultan muy afectados los
tiempos de retencion de los diuréticos débilmente acidos o con
cierto caracter basico como la hidroclorotiazida, clortalidona,
o triamtereno. Como consecuencia de esto, un excesivo numero de

diuréticos son eluidos entre 6 y 8 minutos (Figura 26).

150.
100
50-
oJg
10
Figura 26. Cromatograma obtenido con una movil
acetonitrilo/ tampoén acetato de pH = 5. Longitud de

onda, 254 nm. Cantidad inyectada de cada compuesto,
0.5 pg; patréon interno, 0.25 pg. (Picos: ver Tabla 2).

3.3.1.2.3.- Influencia de la fuerza idénica y del modificador
organico.
Se ensayaron tampones tanto fosfato de pH = 3, como acetato
de pH = 4, de concentracion 0.01 M, manteniendo constantes el
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resto de las variables cromatograficas optimizadas. No se
estudiaron tampones de fuerza ié6nica superior, para evitar
problemas derivados de la compatibilidad entre la disolucion
tampoén y el acetonitrilo.

Cuando se utiliza en la fase moévil un tampén fosfato (pH=3),
se observa en general un Iligero aumento de los tiempos de
retencion de los diuréticos menos retenidos a medida que
disminuye la fuerza i6nica del tampén, asi como una pérdida de
resolucion de aquellos diuréticos que son eluidos a tiempos de
retencion mas altos, como muestra |la Figura 27, en la que
aparecen los cromatogramas obtenidos al utilizar tampén fosfato

0.01 M.

400-
300-
200.
100-

oJ

Figura 27. Cromatograma obtenido con una fase moévil acetonitrilo/
tampon fosfato 0.01 M de pH=3. Longitud de onda, 230 nm. Cantidad
inyectada de cada compuesto, 0.5 pg; patron interno, 0.25 pg.
(Picos: ver Tabla 2).

Por otra parte, la wutilizacion de una disoluciéon tampén
acetato 0.05 M es preferible al uso de una disolucién 0.01 M. En
este ultimo caso se acelera la eluciéon de la mayoria de |los

componentes de la mezcla, lo que se traduce en una incompleta
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resolucion entre el triamtereno y la clortalidona (Figura 28).
Contenidos de acetato sédico superiores ocasionan problemas de

estabilizacion de la linea base.

2001
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Figura 28. Cromatograma obtenido con una fase moévil acetonitrilo/
tampon acetato 0.01 M de pH = 4. Longitud de onda, 254 nm.
Cantidad inyectada de cada diurético, 0.5 pg; patréon interno,
0.25 pg. (Picos: ver Tabla 2).

lgualmente se ha estudiado Si la sustitucion de la
alguilamina, utilizada como modificador del componente acuoso de
la fase movil para aumentar la simetria de los picos, mejora las
caracteristicas de las sefnales obtenidas para los distintos
diuréticos. En este caso se ha utilizado dietilamina, al ser éste

uno de los compuestos habituales en este tipo de analisis.

Cuando se trabaja con el tampén fosfato, la sustitucion de
la propilamina por la dietilamina conduce a un retardo en la
amilorida que de esta manera se solapa con el patron interno;
igualmente aumenta el tRde la hidroclorotiazida que es eluida a

un tiempo similar al triamtereno (Figura 29a).
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Si se utiliza como componente acuoso de la fase moévil un
tampoén acetato de pH = 4, la adicion de dietilamina como
modificador se traduce en la aceleracion de aquellos diuréticos
que son eluidos después de la hidroclorotiazida, como puede
observarse en la Figura 29b. Como consecuencia, la ciclotiazida
y la bendroflumetiazida no son completamente separadas, al tiempo
que tampoco mejoran las caracteristicas de la sefales obtenidas

para los distintos compuestos estudiados.
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Figura 29. Cromatogramas obtenidos con dietilamina como
modificador del componente acuoso de |la fase movil: (a)
acetonitrilo/tampén fosfato de pH 3, 230 nm; (b)
acetonitrilo/tampoén acetato de pH 4, 254 nm. Cantidad inyectada
de cada compuesto, 0.5 Jag; patron interno, 0.25 pg. (Picos: ver
Tabla 2).
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Por lo tanto resulta preferible la adicién de propilamina,

para cualquiera de las dos disoluciones tampén utilizadas.

3.3.1.2.4.- Volumen de inyeccién de muestra.

Para una misma masa de diurético inyectada (0.5 ug) y de
acuerdo con el procedimiento establecido, se ensayaron distintos
volimenes de inyeccién, 5, 15 y 25 uL. Como se observa en la
Figura 31, la mejor relacién seflal/ruido se obtiene para un
volumen de 5 uL. Se descartaron volimenes de inyeccién menores
para asegurar una reproducibilidad aceptable en el proceso de

inyeccién.
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Figura 30. Cromatogramas obtenidos con volimenes de
inyeccion de muestra de 5 (a), 15 (b) y 25 (c) pL.
Fase moévil acetonitrilo/ tampéon fosfato de pH = 3.
Longitud de onda, 230 nm. Cantidad inyectada de cada

compuesto, 0.5 pg/mL; patrén interno, 0.25 pg/mL.
(Picos: ver Tabla 2).

Por lo tanto, los mejores resultados para el analisis de
screening de diuréticos se han obtenido utilizando una fase movil

constituida por acetonitrilo y un tampén fosfato de pH s 3, o

acetato pH = 4, en concentracion 0.05 M a la gue se ha adicionado
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propilamina (0.016 M). La sensibilidad éptima compatible con una
resolucién adecuada, se obtiene en ambos casos, para un flujo de
1 mL/min, trabajando en gradiente de elucién, con un contenido
inicial de acetonitrilo del 15 %, elevéndose éste linealmente
hasta el 80 % en el min 8, y manteniéndose constante a partir de
ese momento hasta el final del andlisis. El volumen de inyeccién

de muestra Sptimo es de 5 puL.

En estas condiciones, los tiempos de retencién obtenidos
para los distintos compuestos ensayados (ty), asi como los

correspondientes factores de capacidad (k), se muestran en la

Tabla 4.
Fosfato (pH=3) Acetato (pH=4)

Analito

to(min) k tp(min) k

Amilorida 3.49 0.66 3.93 0.87
Patrén interno 3.71 0.77 3.31 0.58
Acetazolamida 4.06 0.93 3.95 0.88
Hidroclorotiazida 4.92 1.34 4.90 1.33
Triamtereno 5.31 1.53 5.86 1.79
Clortalidona 5.90 1.81 6.56 2.12
Furosemida 7.31 2.48 7.42 2.53
Ciclotiazida (pico a) 8.16 2.89 9.80 3.67
(pico b) 8.25 2.93 9.84 3.69
Bendroflumetiazida 8.44 3.02 10.24 3.88
Acido etacrinico 8.70 3.16 g8.11 2.86
Bumetanida 8.66 3.17 9.53 3.54
Probenecida 8.96 3.27 9.07 3.32
Espironolactona 9.46 3.50 11.66 4.55

Tabla 4. Tiempos de retencién y factores de capacidad obtenidos
con el gradiente 5.
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3.3.1.3- Sensibilidad

Una vez optimizadas las condiciones experimentales, se pasé
al estudio de la sensibilidad, variable que caracteriza un

andlisis de screening.

Procedimiento experimental

Las variables cromatogradficas han sido ajustadas a los
valores 6ptimos encontrados en los apartados anteriores.

Las disoluciones de 1los distintos compuestos han sido
preparadas en metanol.

Los limites de deteccién han sido calculados como las
concentracién que proporciona, en valores de altura de pico, una

relacién sefial/ruido de fondo de 3.

Resultados y discusién

Acetonitrilo/tampén fosfato (pH = 3)

Con esta fase mévil, los limites de deteccién han sido
determinados a 230 nm, ya que de los tres valores considerados,
la mayor parte de los compuestos estudiados presentan una mayor
absorbancia a esta longitud de onda. Los limites de deteccién,
obtenidos para disoluciones patrén en metanol aparecen en la

Tabla 5.
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Limite de deteccién (230 nm)

Analito
Concentracién Masa inyectada

(ug/mL) (ng)
Amilorida 0.2 1
Acetazolamida 0.2 1
Hidroclorotiazida 0.04 0.2
Triamtereno 0.08 0.4
Clortalidona 0.04 0.2
Furosemida 0.02 0.1
Ciclotiazida 0.08 0.4
Bendroflumetiazida 0.2 1
Acido etacrinico 1.0 5
Bumetanida 0.04 0.2
Probenecida 1.0 5
Espironolactona 0.1 0.5

Tabla 5. Limites de deteccién obtenidos a 230 nm con
una fase mévil acetonitrilo/tampén fosfato.

Los limites de deteccién méds altos corresponden al 4cido
etacrinico y a la probenecida debido a las caracteristicas de los
picos cromatogrdficos de estos compuestos en el sistema
acetonitrilo/tampén fosfato.

También para amilorida, acetazolamida y bendroflumetiazida
se obtienen limites de deteccién elevados, sin embargo en estos
dos Gltimos casos, la sensibilidad puede incrementarse utilizando
como longitud de onda de trabajo 275 nm, donde la absorbancia de
ambos componentes es notablemente superior. Asi, los limites de
deteccién encontrados a esta longitud de onda para 1la
acetazolamida y la bendroflumetiazida fueron 0.2 y 0.5 ng,
respectivamente. La amilorida presenta valores de absorbancia
similares a 230 y 275 nm.

A 275 nm, la espironolactona no es detectada cuando se
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inyectan cantidades inferiores a 0.5 ug de ésta.

Estos valores son inferiores a 1los obtenidos en otros
métodos de screening [180, 181], pues como ya se ha indicado, con
el perfil de elucién propuesto se acorta notablemente el tiempo
de andlisis, lo que proporciona picos m&s estrechos y de mayor

intensidad.

Acetonitrilo/tampén acetato (pH = 4)

Cuando se utiliza un tampén acetato como eluyente, se ha de
trabajar con longitudes de onda superiores a 250 nm, por lo que
la sensibilidad para la mayoria de los diuréticos es inferior al
caso anterior. Sin embargo este medio representa una alternativa
muy Util en el an&lisis de &cido etacrinico y probenecida, por
las razones anteriormente expuestas.

Asi, la altura de pico en el caso del &cido etacrinico
aumenta considerablemente en estas condiciones, ain a'254 o 275
nm, por lo que la sensibilidad aumenta con relacién a la obtenida
a 230 nm con una fase mévil acetonitrilo/tampén fosfato. El
limite de deteccién encontrado en estas condiciones
cromatogrédficas es de 0.4 ug/ml (masa inyectada, 2 ng). Esto es
importante porque por sus caracteristicas farmacocinéticas, 1la
concentracién de este diurético en orina suele ser muy baja,
razén por la cual no puede ser detectado en otros procedimientos

de screening.
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Para la probenecida, 1la absorbancia a 254 nm es
aproximadamente la misma que a 230 nm, por lo que teniendo en
cuenta que la altura de pico en este medio es aproximadémente 3
veces superior a la obtenida al utilizar tampén fosfato a pH 3,
la sensibilidad aumenta, consiguiéndose un limite de deteccién

de 0.3 upg/mL (masa inyectada, 2 ng).

A continuacién se resumen las longitudes de onda vy
composiciones de la fase mévil éptimas, para la deteccién de cada

compuesto (Tabla 6).

Tampén
Analito de la fase A (nm)

mévil
Amilorida fosfato 275
Acetazolamida fosfato 275
Hidroclorotiazida fosfato 230
Triamtereno fosfato 230
Clortalidona fosfato 230
Furosemida fosfato 230
Ciclotiazida fosfato 230
Bendroflumetiazida fosfato 275
Acido etacrinico acetato 254
Bumetanida fosfato 230
Probenecida acetato 254
Espironolactona fosfato 230

Tabla 6. Condiciones 6ptimas para la deteccién
de cada analito.
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3.3.2.- Tratamiento previo de muestras de orina

Como se deriva de la lectura del apartado dedicado al
tratamiento de muestra en los antecedentes, la mayor parte de los
procedimientos descritos al respecto, se basan en una extraccién
liquido-liquido, en lé que estosrférmécos son aislados de la
matriz bioldgica, y en ocasiones preconcentrados, en un
disolvente orgénico adecuado. Estos procedimientos suelen
requerir grandes volumenes de disolventes, ya que con frecuencia
no es suficiente una dnica etapa de extraccién si se desea
consequir un elevado rendimiento o una eliminacién eficiente de
la matriz, con lo que el tiempo de preparacién de muestra se
alarga considerablemente. Ademéds, la inmiscibilidad entre las dos
fases puede conducir a la formacién de emulsiones, lo que se
traduce en la obtencién de recuperaciones variables de los

analitos.

Una vez optimizado el proceso de extraccién para un
diurético en particular, se suelen obtener recuperaciones
elevadas del mismo, generalmente superiores al 80 %. Sin embargo,
en el andlisis de screening o en la cuantificacién de mezclas de
diuréticos, se requieren métodos capaces de extraer
simulténeamente todos los diuréticos que pudieran estar presentes
en la muestra. Esto generalmente es dificil de conseguir debido
a la diversidad quimica del conjunto de diuréticos que se
utilizan habitualmente. Asi por ejemplo, Fullinfaw y col. [180]

para un conjunto de 12 diuréticos obtienen bajas recuperaciones
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de los diuréticos m&s &cidos como clorotiazida y furosemida, al
efectuar una reextraccién a pH 7.5, necesaria para eliminar los
constituyentes fuertemente &cidos de la orina. Cooper y ~col.
[181] proponen una doble extraccién de cada muestra en
condiciones &cidas y bésicas, para asegurar la recuperacién de

todos los diuréticos en al menbs uno de los dos extractos.

Frente a estas técnicas se han propuesto tratamientos de
muestra alternativos para la separacién de las proteinas de la
matriz, tales como la precipitacién con acetonitrilo o un &cido
fuerte, o bien la coprecipitacién de éstas con ZnSO, o Ba(OH),
(110, 111), asi como el uso de empaquetamientos especiales [113,
114] o de la cromatografia micelar ([119-121], que permiten la
inyeccién directa de la muestra, pero éstos no han sido aplicados

a mas de un diurético al mismo tiempo.

Recientemente han sido publicados diversos ensayos para la
cuantificacién de algunos diuréticos [115-118], que utilizan
columnas de extraccién en fase s6lida en la etapa de tratamiento
de muestra, aunque no existen antecedentes sobre su aplicacién
a andlisis de screening. Estas técnicas se basan en la retencién
selectiva de los analitos en columnas rellenas con un material
similar al que se usa en la separacién cromatogrdfica de las
muestras, pero con un difSmetro de particula muy superior. Los
compuestos de la matriz gque también hayan podido quedar
retenidos, se eliminan lavando la columna con un disolvente en

el que no se eluyan los compuestos de interés (en el caso de
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analitos de baja polaridad es suficiente el empleo de agua o un
tampén). Finalmente, los analitos son eluidos con un disolvente
apropiado (metanol, acetonitrilo etc.). Estas técnicas presentan
claras ventajas sobre las de extraccién liqﬁido-liquido al
requerir una menor manipulacién de la muestra, y un menor consumo
de disolventes orgénicoé,vsuponiend6<ademés un ahorro en el

tiempo total de anélisis.

En este apartado se estudian las posibilidades de las
técnicas de extraccién en fase sélida para el andlisis de
diuréticos en muestras de orina, tratando de encontrar las
condiciones mds favorables para el mayor nimero de éstos. De esta
formavse pretende conseguir que un Gnico tratamiento pueda ser
vdlido para el conjunto de diuréticos de uso comin, y por lo
tanto aplicable al anélisis de screening. Este estudio se ha
realizado para diversos tipos de rellenos de los m&s utilizados
en la elucién en fase inversa de compuestos de baja polaridad:

octadecilo (Cl1l8), octilo (C8), etilo (C2), ciclohexilo (CH),

fenilo (PH) y cianopropilo (CN).

Estos materiales han sido aplicados para el tratamiento de
muestras a las que se han afiadido los mismos diuréticos (méas la
probenecida) utilizados en la puesta a punto del procedimiento
de screening. En la elucién de las muestras se ha utilizado una
fase mévil acetonitrilo/tampén fosfato de pH = 3, segin las

condiciones optimizadas con anterioridad.
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Los resultados de este estudio se comparan con los obtenidos
mediante un procedimiento convencional de extraccién liquido-

liquido [181].

3.3.2.1.- Procedimiento experimental

Las muestras para andlisis fueron preparadas adicionando a
2.0 mL de orina 300 uL de una disolucién en metanol de
concentracién 100 ug/mL en cada uno de los diuréticos, asi como
en probenecida, de forma que la concentracién final de cada

analito en la muestra era de aproximadamente 15 ug/mL.

3.2.2.1.1.- Extraccién liquido-liquido
El tratamiento de la muestra consta de dos etapas:

- extraccién a pH &cido: a las muestras de orina se afiaden 0.5
g de una mezcla KH,PO,/Na,HPO, (99:1 en peso). Con ello, el pH de
la muestra est& comprendido entre 5 y 5.5. A continuacién los
diuréticos son extraidos en acetato de etilo (4 mL) previa
agitacién mec&nica durante 10 min. La fase orgénica una vez
separada, es tratada con 2 mL de disolucién de acetato de plomo
al 5% para separar los pigmentos de la orina y otros compuestos
endégenos. Finalmente la mezcla es centrifugada y la fase

orgénica es separada y llevada a sequedad mediante corriente de

122



nitrégeno. El1 residuo obtenido es regenerado en 300 uL de
disolucién metandlica de patrén interno y la disolucién
resultante es filtrada con un filtro de nylon de un didmetro de
poro de 0.45 pm (Tecknokroma), inyectédndose 5 upL en la columna

analitica.

- extraccién bédsica: en este caso se afiaden a las muestras de
orina 0.5 g de una mezcla NaHCO;/K,CO; (3:2 en peso), con lo que
el pH de la muestra estd comprendido entre 9 y 9.5. A
continuacién los diuréticos se extraen en 4 mL de acetato de
etilo con agitacién mecdnica. Estos extractos son evaporados,
regenerados y filtrados antes de ser inyectados en la columna
analitica siguiendo el mismo procedimiento operativo que ya ha

sido descrito para la extraccién en medio &cido.

3.3.2.1.2.- Extraccién en fase sélida

Se han utilizado columnas de extraccién en fase sélida de
tipo Bond-Elut C18, C8, C2, CH, PH y CN (Scharlau), con una
capacidad de carga de 100 mg/mL. Estas columnas han sido
previamente activadas haciendo pasar 500 uL de metanol, vy
seguidamente 500 pL de agua destilada para evitar el contacto
directo del metanol con la muestra. A continuacién se eluyen las
muestras de orina, y la matriz de la muestra es eliminada lavando
con agua destilada. Los analitos son eluidos de las columnas con

500 uL de metanol. Las disoluciones resultantes han sido llevadas
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a sequedad, reconstituidas, y filtradas antes de ser inyectadas.
Para pasar los disolventes y las muestras a través de las
columnas se ha aplicado presién con una jeringa conectada a éstas

mediante un adaptador.

Una vez utilizadas, 1las columnas han sido regeneradas
haciendo pasar 2 mL de metanol, y seguidamente 1 mL de agua, para
eliminar los posibles compuestos de baja y alta polaridad,

respectivamente, que hayan podido quedar retenidos.

Se ensayaron diferentes muestras de orina, siendo 1las
condiciones cromatogrd&ficas las ya descritas con anterioridad:
composicién de la fase mévil, acetonitrilo/tampén fosfato 0.05
M de pH = 3, en presencia de propilamina 0.016 M; programa de
elucién, min 0 - 15 % de acetonitrilo, min 8 - 80 % de
acetonitrilo, min 12 - 80 % de acetonitrilo; flujo de fase mévil
1 mL/min; volumen de muestra inyectado, 5 upL. En este estudio,
se ha preferido utilizar un tampén fosfato de pH 3 como
componente acuoso de la fase mévil, por ser mayor la sensibilidad

en este medio, para la mayor parte de los compuestos de interés.

El detector ha registrado el espectro del eluato entre 200
y 400 nm (cada 4 nm) a intervalos de 640 ms, tomando como
longitud de onda de referencia 450 nm. Las longitudes de onda de
trabajo han sido 230, 254 y 275 nm. Los ensayos se han realizado

a temperatura ambiente.
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El cdlculo de los porcentajes de analito recuperado en cada
caso, se ha efectuado por comparacién entre el cociente de &reas
analito/patrén interno obtenido después de cada extraccién, con
el cociente obtenido mediante la inyeccién directa de patrones
en metanol de la misma concentracién. A las concentraciones de
trabajo, las determinaciones-pﬁeden hacerse simulténeamente para
el conjunto de analitos, excepto en la evaluacién de bumetanida
y dcido etacrinico. Estos dos diuréticos requieren
determinaciones separadas, puesto que como ya se ha indicado, con
el sistema de elucién utilizado, originan picos cromatogréficos

solapados.

3.3.2.2.- Resultados y discusién
3.3.2.2.1.- Extraccién liquido-liquido.

Los cromatogramas obtenidos para blancos de orina sometidos
a los procedimientos de extraccién en medio &cido y bésico
aparecen en la Figura 31 para las tres longitudes de onda de
trabajo. Estos cromatogramas muestran varios picos
correspondientes a compuestos endégenos. El nimero de éstos que
pasan a la fase orgénica es superior cuando la muestra es
tamponada a pH &cido que en medio bésico. Ademds, cuando la
extraccién se verifica en condiciones &cidas, los componentes
de la matriz son extraidos en mayor proporcién. Por ello en este

medio se obtienen blancos mis sucios en la zona donde son eluidos
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los compuestos de interés. Por otra parte la mayoria de los
constituyentes de la matriz presentan una absorcidn superior a
230 nm, por lo que la interpretacidédn de los cromatogramas
obtenidos para las muestras es mas facil a 254 6 275 nm, si bien
a estas longitudes de onda se pierde sensibilidad en la
identificacién de la mayor parte de los diuréticos, como se ha

puesto de manifiesto en el apartado 3.3.1.3.

400
300 230 nm
300 Jbd L
200
254 nm
200
100-
100-
275 nm
275 nm

Figura 31. Cromatogramas obtenidos para blancos de orina con
extraccidén liquido-liquido: (a) medio &cido y (b) medio béasico.
(Picos: ver Tabla 2).

Con el gradiente de elucidén propuesto, ninguno de 1los

constituyentes de 1la matriz es eluido en el mismo tiempo de
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retencion de los diuréticos considerados, por lo que éstos pueden
ser identificados sin dificultad, si bien en diversas muestras,
la senal obtenida para la acetazolamida aparece solapada con un
componente de la matriz, que ha podido ser identificado como
cafeina. Este pico no impide la identificacion de la
acetazolamida.

Esta misma conclusion se deriva de la observacion de Ila
Figura 32, que muestra los cromatogramas de una muestra de orina

a la que se ha anadido la mezcla de analitos considerada.

a
600-
nm 230 nm
500
400
254 nm
254 nm 300
200
100-
275 nm
m
0

Figura 32. Cromatogramas obtenidos para muestras de orina con
extraccion liquido-liquido: (a) medio acido y (b) medio basico.
(Picos: ver Tabla 2).

En la Tabla 7 aparecen los porcentajes recuperados de cada
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analito, en medios &cido y bésico.

Porcentaje recuperado (%)

Analito
pH &cido pH bésico

Amilorida 0 23.8
Acetazolamida 80.4 0

Hidroclorotiazida 71+9 638
Triamtereno 26+1 7410
Clortalidona 85+4 75+8
Furosemida 41.7%0.5 25t4
Ciclotiazida 53+2 62x6
Bendroflumetiazida 568 609
Bumetanida 7419 39+3
Acido etacrinico 723 49.3
Probenecida 73.2 45.0
Espironolactona 69%6 625

Tabla 7. Eficiencias de la extraccién liquido-liquido.

El pH condiciona fuertemente la eficiencia de la extraccién
‘de la mayoria de los compuestos estudiados. Asi, los analitos que
presentan cierto cardcter &cido, tales como furosemida,
bumetanida, &cido etacrinico o la probenecida presentan bajos
porcentajes de recuperacién (inferiores al 50 %) cuando el pH de
la orina se ajusta a valores b&sicos. Incluso la acetazolamida
no puede ser detectada en estas condiciones ni a la longitud de
onda de 275 nm, a la gue este diurético presenta un absorbancia
maxima.

Andlogamente, los diuréticos débilmente bdsicos, como el
triamtereno, presentan pobres recuperaciones cuando las muestras
son extraidas en condiciones &cidas. La amilorida no puede ser

detectada en estas condiciones. Esto, unido al hecho de que la
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eficiencia de la extraccién en condiciones bésicas es también
muy baja (inferior al 25 %), indica que la identificacién y
cuentificacién de este diurético puede resultar muy problemédtica
cuendo su concentracién en orina sea baja.

En general las extracciones en medio &cido son algo més
efectivas para la mayoria dé ids'énalitos, con una eficiencia
mé&xima del 85 % para la clortalidona. A partir de ambos extractos

es posible la identificacién de todos los compuestos ensayados.

3.3.2.2.2.- Extraccién en fase sélida.

En la Figura 33 aparecen los cromatogramas a 230 nm
obtenidos para blancos de orina al ser tratados en las diferentes
columnas de extraccién en fase sélida utilizadas, cuando 1la
matriz es lavada con un volumen de agua de 2.0 mL. Se observa que
los rellenos m&s apolares (Cl8, C8 o C2) son los que originan
blancos m&s sucios, ya que retienen fuertemente los componentes
més apolares de la matriz; los constituyentes méds polares son
elininados con los 2.0 mL de agua en la etapa de lavado. Estos
cronatogramas presentan no obstante un menor numero de picos
(siendo ademds éstos de menor intensidad) que los obtenidos en
muestras sometidas a una extraccién liquido-liquido en medio
dcido, y equiparables a los obtenidos cuando la extraccién se

verifica en medio bé&sico.
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Figura 33. Cromatogramas obtenidos para blancos de
orina con las diferentes columnas de extraccidédn en
fase sé6lida. (Picos: ver Tabla 2).

En la siguiente figura (Figura 34) aparecen los
cromatogramas a 230 nm obtenidos, para muestras que contienen la
mezcla de diuréticos ensayada, en los distintos materiales

utilizados en la extracciédn.
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Figura 34. Cromatogramas obtenidos para muestras de
orina con las diferentes columnas de extraccidén en

fase sdélida. Volumen de agua en la etapa de lavado,
2.0 mL. (Picos: wver Tabla 2).

Los porcentajes de analito recuperado en las distintas
columnas examinadas aparecen en la Tabla 8. Como puede observarse
la reproducibilidad es similar a la obtenida mediante la
extraccidédn liquido-liquido, mientras que para la mayor parte de

los analitos los porcentajes recuperados son muy superiores.
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Porcentaje recuperado (%)

Analito

C1l8 C8 C2 CH PH CN
Amilorida 1037 104£10 59+8 85+9 839 5
Acetazolamida <16 0 0 0 0 0
Hidroclorotiazida 275 296 8+3 19+6 213 0
Triamtereno 98 94 94+17 68 66 20
Clortalidona 114+8 115%2 1264 102%15 105%£3 <1
Furosemida 85+12 103%10 766 81+14 B84%5 3
Ciclotiazida 102+12 100%7 1086 80+10 83t8 10
Bendroflumetiazida 98+5 98+12 109+3 86%7 89+2 19
Bumetanida 93 96 91 100 92 -
Acido etacrinico 83 102 114 74 84. -
Probenecida 875 95+12 1347 75+6 1034 0
Espironolactona 92+8 94+8 10612 81%9 88+4 52

Tabla 8. Eficiencias de la extraccién en fase s6lida. (Volumen
de agua en la etapa de lavado, 2.0 mL).

Al igual que sucede para los constituyentes de la matriz,
las columnas menos selectivas (C18, C8 o C2) son las que retienen
en mayor medida a los analitos, ofreciendo recuperaciones més
altas. Estos porcentajes son generalmente superiores al 80 % y
no existen diferencias significativas entre ellas excepto para
la amilorida e hidroclorotiazida, de las cuales se obtienen
recuperaciones sensiblemente inferiores al utilizar un relleno
de tipo C2, asi como para la acetazolamida, que s6lo es retenida

en una columna C18.

Con rellenos tipo CH y PH se obtienen recuperaciones
similares a las columnas anteriores para los diuréticos mé&s
apolares, y que por tanto en el proceso cromatogrdfico son

eluidos a mayores tiempos de retencién. Sin embargo se obtienen
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recuperaciones ligeramente inferiores para los diuréticos més

polares, y por lo tanto menos retenidos en la columna analitica.

La utilizacién de un material de mayor polaridad como
cianopropilo CN, es totalmente inaceptable para este tipo de
analitos, ya que con excepcién de la espironolactona, se obtienen
recuperaciones muy bajas, generalmente inferiores al 20 % para
la mayor parte de los diuréticos, y no son retenidos

acetazolamida, hidroclorotiazida y probenecida.

Para la clortalidona se obtienen en las columnas Cl18, C8 y
C2 valores superiores al 100 % debido a la contribucién a la
seflal analitica como ruido de fondo, de los componentes de la
matriz, que son mayoritariamente eluidos entre 5 y 6 min, como

puede verse en la Figura 33 (t = 5.9 min). L&égicamente

R clortalidona
este efecto es menos acusado en las columnas tipo CH y PH, ya que
la retencién en éstas de los constituyentes de la matriz es mucho

menor, como ya se ha indicado.

Los valores obtenidos para la ciclotiazida son también muy
superiores al 100 % si se toma como base para el cédlculo el pico
eluido a 8.16 min, pero se obtienen valores 6ptimos (préximos

al 100 %) si se utiliza el pico aparecido a 8.25 min.

En todas las columnas se obtienen recuperaciones muy bajas

de hidroclorotiazida (inferiores al 30 %). Por otra parte la
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acetazolamida sélo puede ser detectada si la muestra es tratada
en una columna Cl18, aln partiendo de disoluciones de metanol de
500 ug/mL. Estas pobres recuperaciones pueden ser étribuidas a
la pérdida del diurético durante la etapa de lavado con los 2.0
mL de agua, ya que al tratarse de uno de los compuestos de mayor
polaridad (eluido a un tiempo de retencién corto), es

mayoritariamente arrastrado en el agua de lavado.

Estos porcentajes pueden mejorarse reduciendo el volumen de
agua utilizado en esta etapa. En la Tabla 9 aparecen los
porcentajes recuperados del conjunto de compuestos considerado,
cuando en la etapa de lavado de la matriz se utilizan 0.5 mL de

agua. (De este estudio se ha excluido la columna CN).

Porcentaje recuperado (%)

Analito

C1l8 C8 C2 CH PH
Amilorida 1103 723 54+13 109 895
Acetazolamida 63+6 71%4 266 612 68
Hidroclorotiazida 45.5+0.7 57%2 277 53.5%0.7 49
Triamtereno 1203 139 104+%20 128 96
Clortalidona 1466 138%1 138 145%5 116+5
Furosemida 92+2 926 70 87+4 78+8
Ciclotiazida 81+3 80%4 88 76%2 72
Bendroflumetiazida 10210 925 103 892 798
Bumetanida 101 79 64 74 59
Acido etacrinico 89 100 113 96 93
Probenecida 127 1199 99 1206 97
Espironolactona 896 83+3 98 81 719

Tabla 9. Eficiencias de la extraccién en fase sélida. (Volumen
de agua en la etapa de lavado, 0.5 mL).
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Esta modificacion tiene efectos muy notables sobre |los
diuréticos de mayor polaridad. Asi, la acetazolamida es retenida
en todas las columnas con recuperaciones superiores al 60 %
(excepto en un relleno C2). En la Figura 35 aparecen comparados
los cromatogramas a 230 nm de muestras que contienen
acetazolamida, tratadas en una columna C18, utilizando 2.0 y 0.5
mL agua en la etapa de lavado. Asimismo, la recuperaciéon de
hidroclorotiazida es muy superior en todos los materiales, con

respecto a la obtenida al utilizar 2.0 mL de agua.

250
200
150
100

50

Figura 35. Cromatogramas obtenidos para una muestra de orina con
acetazolamida en columnas C18, al utilizar volimenes de agua en
la etapa de lavado de 2.0 y 0.5 mL.

Por otra parte en estas condiciones el numero y proporcién

de componentes de la orina que son retenidos junto <con los
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analitos es muy superior. Esto afecta notablemente los valores
obtenidos para 1la recuperacién de clortalidona, que son
inaceptablemente elevados. También por la misma razén, para el
triamtereno (tgr.iamterenc = 231 min) se obtienen valores superiores

al 100 s.

La disminucién en el volumen del agua de lavado de la matriz
no afecta précticamente la extraccién de los compuestos més
apolares (y por tanto eluidos en la separacién analitica a

tiempos de retencién més altos).

El empleo de columnas de extraccién de fase sé6lida
proporciona resultados muy adecuados para la separacién de
diuréticos y probenecida, en el tratamiento previo de muestras
de orina. Con empaquetamientos apolares, del tipo C18 o C8, las
recuperaciones de estos compuestos son generalmente superiores
al 80 % para la mayor parte de los analitos considerados. Estos
valores suelen ser.muy superiores a los obtenidos mediante una

extraccién liquido-liquido convencional con acetato de etilo.

La eficiencia del tratamiento puede mejorarse conside-
rablemente para los diuréticos més polares disminuyendo el
volumen de agua usado en la etapa de lavado de la muestra, aunque

ello supone una mayor retencién de los compuestos no deseados.
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Los rellenos mé&s polares, como el CH o el PH, pueden
resultar una alternativa muy 4til para determinados diuréticos,
ya que por su mayor selectividad retienen menos los compuestos
endégenos de la orina, sin que la retencidén de dichos analitos

quede significativamente mermada.

En todos los casos estudiados, los cromatogramas obtenidos
son mds limpios que los obtenidos cuando se verifica una
extraccién liquido-liquido de la muestra en condiciones &cidas,
medio que resulta necesario para obtener recuperaciones

aceptables de la mayoria de los diuréticos.

Por otra parte las técnicas de extraccioén en fase sé6lida son
mucho m&s répidas, (el tiempo total de tratamiento de muestra se
reduce préacticamente a la tercera parte del requerido si se lleva
a cabo una extraccién liquido-liquido). Adem&s, un dnico trata-
miento es efectivo para la extraccién de cualquiera de los
diuréticos estudiado, por lo que su uso resulta claramente
ventajoso en el andlisis de screening. Sin embaréo, en el
anédlisis cuantitativo de algunos diuréticos, una extraccién
liquido-liquido, una vez optimizadas las condiciones de trabajo
(especialmente el pH de la muestra), puede conducir a buenos

resultados.
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3.3.3.—- Sensibilidad

Procedimiento experimental

Para comprobar la validez en muestras reales de los limites
de deteccién encontrados para muestras sintéticas, se han afiadido
a diferentes muestras de orina cantidades de cada uno de los
fédrmacos considerados, reproduciendo las concentraciones
correspondientes a los limites de deteccién (Tabla 6), corregidos
por los porcentajes recuperados de cada analito en los diversos
procedimientos de preparacién de muestra estudiados. Estas
muestras han sido tratadas y cromatografiadas de acuerdo con las
condiciones experimentales descritas en los apartados anteriores

(pdginas 122-124).

Resultados y discusién

Extraccién liquido-liquido

Cuando se utiliza como eluyente una mezcla acetonitrilo/
tampén fosfato (pH = 3), todos los diuréticos son identificados
a 230 nm en los dos extractos, salvo amilorida y acetazolamida
que no puede ser detectadas cuando la muestra es llevada a un
medio &cido y Dbésico, respectivamente, ya Qque en estas

condiciones, como se ha comprobado con anterioridad, estos
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diuréticos no son extraidos. A longitudes de onda superiores no
son detectados la mayor parte de los compuestos estudiados,
excepto bendroflumetiazida y acetazolamida (en este Gltimo caso
s6lo en el extracto &cido), cuya absorbancia a estas longitudes

de onda es superior.

Cuando se utiliza una fase mévil acetonitrilo/tampén acetato
(pPH = 4) en la elucién de las mismas muestras, no pueden ser
detectados triamtereno, clortalidona, furosemida y bumetanida si
las muestras son extraidas en un medio &cido, ni furosemida,
ciclotiazida, bumetanida y espironolactona en medio bdsico, ya
que con esta fase mévil se han de utilizar longitudes de onda
superiores (254, 275 nm) en las que la mayor parte de los
diuréticos presentan una absorbancia menor. Por lo tanto, los
limites de deteccién encontrados para la mayoria de los
diuréticos al utilizar este sistema eluyente, son superiores a
los encontrados al utilizar wuna mezcla acetonitrilo/tampén
fosfato como fase mévil. Sin embargo en este medio, la seifial
tanto‘del dcido etacrinico como de la probenecida esté& muy por
encima del nivel de ruido de fondo en los dos extractos

obtenidos.

En la siguiente tabla (Tabla 10) aparecen los limites de
deteccién obtenidos a 230 nm con una fase mévil acetonitrilo/
tampén fosfato, condiciones que ofrecen mayor sensibilidad para

la mayor parte de los compuestos estudiados.
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Limite de deteccién (ng)
Analito

Medio &cido Medio béasico

Amilorida
Acetazolamida
Hidroclorotiazida
Triamtereno
Clortalidona
Furosemida
Ciclotiazida
Bendroflumetiazida
Acido etacrinico
Bumetanida
Probenecida
Espironolactona
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Tabla 10. Limites de deteccién obtenidos con
extraccién liquido-liquido. Longitud de onda 230 nm;
fase m6vil acetonitrilo/tampén fosfato de pH = 3.

La sensibilidad puede mejorarse para algunos diuréticos
cambiando la longitud de onda de medida como en el caso de
acetazolamida y bendroflumetiazida, o bien la composicién de la
fase m6vil como en el caso del &cido etacrinico o la probenecida.
Para estos compuestos en sus condiciones 6ptimas de medida (Tabla

6), se obtienen los siguientes limites de deteccién (Tabla 11).
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Limite de deteccién (ng)

Analito
‘Medio &cido Medio bésico
Acetazolamida 0.3 -
Bendroflumetiazida 1 1
Acido etacrinico 3 4
Probenecida 3 3
Tabla 11. Limites de deteccién obtenidos con

extraccién liquido-liquido en las condiciones de
méxima sensibilidad.

Extraccién en fase sélida

Cuando se utilizan columnas de extraccién en fase sé6lida en
el tratamiento previo de las muestras se obtienen resultados
andlogos a los obtenidos en el apartado anterior. Los limites de
deteccién obtenidos para cada analito a 230 nm y utilizando como
componente acuoso de la fase mévil un tampén fosfato de pH = 3,

aparecen reflejados en la Tabla 12.
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Cantidad inyectada (ng)
Analito

c1ls8 cs8 c2 CH

g
el

Amilorida
Acetazolamida
Hidroclorotiazida
Triamtereno
Clortalidona
Furosemida
Ciclotiazida
Bendroflumetiazida
Bumetanida

Acido etacrinico
Probenecida
Espironolactona

U= NS
U= N
U110 W
U= N

w U= N

[\
w
w
w

oMM OHOOOOONKH
OUULNOKFHOODOOOMNMN
OULMUIOHOOOOOMN
OUVMMUVLVOFHOOOOONKH
OU‘IU"ON.OOOOONI—'

o
;

(¢,
o
o
S

Tabla 12. Limites de deteccién obtenidos con las diferentes
columnas de extraccién en fase s6lida. Longitud de onda, 230 nm;
fase mévil, acetonitrilo/tampén fosfato pH = 3; volumen de agua
utilizado para separar la matriz, 0.5 mL.

Estos valores pueden mejorarse para los siguientes
diuréticos mediante la seleccién apropiada de las variables

experimentales (Tabla 13):

Cantidad inyectada (ng)

Analito
Cl8 (of:] C2 CH PH
Acetazolamida 0.4 0.3 0.8 0.4 0.3
Bendroflumetiazida 0.5 0.5 0.5 0.5 0.6
Acido etacrinico 2 2 2 2 2
Probenecida 2 2 2 2 2

Tabla 13. Limites de deteccién obtenidos con las diferentes
columnas de extraccién en fase sélida en las condiciones de

méxima sensibilidad; volumen de agua utilizado para separar la
matriz, 0.5 mL.
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En definitiva, el incremento en la sensibilidad debido a la
optimizacién de las variables cromatogréficas, unido a la mayor
eficiencia de la etapa de tratamiento previo de muéstra, suponen
una mejora notable en la deteccién de los compuestos
considerados, con respecto a otros procedimientos de screening
previamente descritos. En la siguiente tabla (Tabla 14) aparecen
los limites de deteccién en muestras de orina obtenidos con el
procedimiento global propuesto para el andlisis de screening de
estos compuestos, al utilizar columnas de extraccién en fase
s6lida de tipo Cl1l8. Estos valores se comparan con los obtenidos

por Cooper y col. [181].

Como se deriva de esta tabla, con el procedimiento propuesto
se mejoran las condiciones de deteccién de todos los compuestos
estudiados. Los limites de deteccién encontrados son entre 25 y

150 veces inferiores a los obtenidos en [181].

Por otra parte, los limites de deteccién obtenidos son muy
similares a los conseguidos en procedimientos cuantitativos que
utilizan deteccién UV/V (Tabla 1). Esto indica que el método
descrito puede ser adaptado al andlisis cuantitativo de estos

compuestos.
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Limites de deteccién (ug/mL de orina)

Analito
Propuesto® Cooper y col.
- Medio &cido Medio bé&sico

Amilorida 0.03 1.0 -
Acetazolamida 0.06 - 5
Hidroclorotiazida 0.01 1 1
Triamtereno 0.01 - 1
Clortalidona 0.006 1 1
Furosemida 0.003 0.5 0.5
Ciclotiazida 0.02 1 1
Bendroflumetiazida 0.03 1 1
Bumetanida 0.006 1 1
Acido etacrinico 0.2 S -
Probenecida 0.2 5 -
Espironolactona 0.02 1 1

Tabla 14. Comparacién de limites de deteccién en muestras de
orina.((*) Utilizando columnas de extraccién en fase sélida C18).
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3.3.4.- Conclusiones

De los resultados anteriormente expuestos se puede concluir
que las condiciones cromatogréficas 6ptimas para el andlisis de
screening de diuréticos (utilizando una columna Hypersil ODS-C18,

5 um, 250 mm x 4 mm), son las que se resumen a continuacién:

Fase mévil:
Composicién: Acetonitrilo/Tampén fosfato
0.05 M de pH = 3

Programa de elucién: min 0 - 15 % acetonitriloe
min 8 - 80 % acetonitrilo
min 12 - 80 % acetonitrilo

Modificador orgénico: propilamina 0.016 M
Flujo: 1 mL/min

Volumen de inyeccién de muestra: 5 uL

Deteccién: 230 nm

Alternativamente, se propone la sustitucién del tampén
fosfato de pH = 3, por un tampén acetato de pH = 4 de la misma
fuerza iénica, manteniendo constantes el resto de‘la; variables
experimentales. Con ello, mejoran considerablemente las
condiciones deteccién de los compuestos de mayor cardcter &cido,

lo que en el caso del &cido etacrinico puede ser muy importante
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dado que por sus caracteristicas farmacocinéticas, la excrecién

urinaria de este compuesto es muy baja.

Con estos sistemas cromatogrdficos, se reduce notablemente
el tiempo de anélisis con relacién a los métodos de screening
propuestos con anterioridad, lo que por otra parte se traduce en

una mejora de la sensibilidad.

Para el tratamiento previo de la muestra, se propone la
utilizacién de las técnicas de extraccién en fase s6lida, ya que
acorta sensiblemente el tiempo de tratamiento de las muestras,
y mejora, excepto para la acetazolamida, la eficiencia de 1la
extraccién. Ademds, un Gnico tratamiento resulta védlido para el
conjunto de compuestos estudiados, a pesar de la diversidad
quimica de los mismos, si se selecciona la columna apropiada (los
mejores resultados se obtienen en general para rellenos tipo C18

o C8).

El gradiente de elucién propuesto, junto con la mejora de
la eficiencia del proceso de tratamiento de la muestra, supone
un incremento notable de la sensibilidad en la deteccién de todos

los compuestos estudiados.

Las condiciones cromatogrd&ficas descritas, pueden ser
igualmente aplicadas a la determinacién cuantitativa de
diuréticos. En la Figura 36 se muestran los diagrama A - A - t

para los dos sistemas cromatogré&ficos propuestos, a partir de los
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cuales, se puede hacer una seleccién de las condiciones
cromatogréficas més apropiadas para cada determinacién. También
puede optimizarse el tratamiento de muestra, buscando en cada
caso, de entre las distintas posibilidades, aquella que aporte

una mayor sensibilidad y selectividad.
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Figura 36. Diagramas A - X - t. Fase moévil: (a)
acetonitrilo/tampodn fosfato (pH=3), (b) acetonitrilo/tampon
acetato (pH=4). Cantidad inyectada de cada diurético, 0.5 pg;
patron interno, 025 ;jg (Ver Tabla 4).

148



Determi nacidén dé&

Acetazolamlda y Xantlnas






3.4.1.- Separacién de acetazolamida y xantinas

Como se ha evidenciado en el apartado sobre el estado actual
del tema objeto de estudio, la determinacién de acetazolamida en
muestras biolégicas presenta problemas de selectividad en

presencia de xantinas.

La primera parte de este estudio se ha dirigido hacia la
obtencién de un perfil de elucién que permita una separacién

satisfactoria de estas especies.

Para la separacién cromatogrdfica se ha utilizado como
componente acuoso de la fase mévil un tampén fosfato de las
mismas caracteristicas que el utilizado en los apartados
anteriores, pero con un perfil de elucién menos dréstico en el
intervalo donde son eluidos la acetazolamida, la cafeina y los
principales metabolitos de ésta, ya que aunque con el gradiente
propuesto para el screening de diuréticos, la elucién de 1la

acetazolamida es muy ré&pida (t 4,06 min), la

R acetazolamida

resolucién entre la acetazolamida y la cafeina no es completa,

(tRr catefna = 4:12 min), como se ha indicado con anterioridad. Si
bien este hecho no dificulta la identificacién de estas especies,
la cuantificacién de cualquiera de ellas puede estar afectada en

presencia de la otra.
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Procedimiento experimental.

La optimizacién de las condiciones de elucién se ha
realizado a partir de disoluciones en metanol de mezclas de
acetazolamida, cafeina, paraxantina, teofilina y teobromina en

concentraciones 25 ug/mL.

Como fase mévil se ha utilizado una mezcla, acetonitrilo/
tampén fosfato 0.05 M de pH = 3, en presencia de propilamina
0.016 M. Se han ensayado diferentes programas de elucién, con
distintos contenidos iniciales de acetonitrilo, comprendidos
entre el 10 y el 15 %, variando asimismo la polaridad de la fase
mévil. El1 volumen de muestra inyectado ha sido de 5 uL,

manteniendo el flujo de fase mévil a 1 mL/min.

El detector ha registrado el espectro del eluato entre 200
y 400 nm (cada 4 nm) a intervalos de 640 ms, tomando como
longitud de onda de referencia 450 nm. Las longitudes de onda de
trabajo han sido 230, 254 y 275 nm. Los ensayos se han realizado

a temperatura ambiente.
La identificacién de cada componente de la mezcla se ha

efectuado a partir de los espectros obtenidos previamente

mediante la inyeccién individualizada de cada componente.
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Resultados

Los espectros de absorcion de las xantinas ensayadas se
muestran en la Figura 37. Estos espectros no se alteran al
modificar el gradiente de elucién, en los diversos casos

estudiados.

30" Teob rom in a Parsxantins

20
20

230 250 350
Navelength (nm)

Teof 11131 Cafeina

250 350 250 350

Figura 37. Espectros de absorciéon de las principales xantinas.
Fase movil, acetonitrilo/tampodn fosfato (pH=3). (Cantidad
inyectada de cada compuesto, 0.05 ;jg) .

Esta figura pone de manifiesto la similitud de los espectros

de absorcion de las principales xantinas. Asimismo, estos
espectros son muy similares al que presenta la acetazolamida
(Figura 6).

Los diferentes programas de elucién ensayados, son los que

se muestran en la Figura 38.
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Figura 38. Programas de elucién ensayados para la
separacion de acetazolamida y xantinas.

La siguiente figura (Figura 39) evidencia la separacién
cromatografica conseguida entre acetazolamida y cafeina con los

distintos programas estudiados.

1,2
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Figura 39. Cromatogramas obtenidos para mezclas sintéticas de
acetazolamida y xantinas con los gradientes de elucion de Ila
Figura 38. Longitud de onda, 275 nm. Cantidad inyectada de cada
compuesto, 0.125 pg; patron interno, 0.062 pg. (Picos: 1-
teofilina 2-paraxantina, 3-patron interno, 4-acetazolamida, 5-
cafeina).
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Si partiendo de un contenido de acetonitrilo del 15 % se
mantiene éste constante hasta el min 3, elevédndose hasta alcanzar
un 25 % de acetonitrilo a 1los 10 min (programa a), la
acetazolamida y la cafeina aparecen completamente separadas, pero
se produce un solapamientq parcial de la teofilina y la

paraxantina con el patrén interno (B-hidroximetilteofilina).

Si se disminuye el contenido inicial de acetonitrilo hasta
un 12 %, manteniendo constantes el resto de las variables
(programa b), teofilina y paraxantina son separadas completamente
del patrén interno. También se mejora la separacién entre 1la
acetazolamida y la cafeina, pero el tiempo de retencién de esta

dltima se eleva hasta 6.6 min.

Tratando de encontrar una solucién de compromiso, se ha
elegido un gradiente en el que, partiendo de un 12 % de
acetonitrilo se alcanza un 15 % en el min 3, elevidndose este
contenido hasta el 40 % en el min 8 (programa c). A partir del
min 8 este contenido se mantiene constante hasta el final del
andlisis. En estas condiciones, se consigue una separacién
completa entre acetazolamida y cafeina, lo que posibilita la
cuantificacién de cada una de ellas en tiempos de andlisis

cortos, inferiores a 6 min.

La teobromina es eluida a t;, muy cortos, mientras que la
paraxantina y la teofilina originan un Unico pico cromatogréfico.

El solapamiento completo entre las sefiales cromatogréficas de
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estos dos compuestos ha podido ser constatado para los diferentes
programas de eluciéon probados (Figura 39), confirmando los datos
bibliograficos. Por eso, se ha preferido mantener un gradiente
que permita la cuantificacion directa de acetazolamida, cafeina
y teobromina en el menor tiempo de analisis posible, buscando
soluciones alternativas para la cuantificacion de teofilina vy
paraxantina. En la Figura 40 se muestran Ilos cromatogramas
obtenidos para una mezcla de acetazolamida y las principales

xantinas, a las diferentes longitudes de onda de trabajo,

mediante el gradiente de elucion propuesto.
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Figura 40. Cromatogramas obtenidos a las tres longitudes de onda
de trabajo para una mezcla de acetazolamida y xantinas. Cantidad
inyectada de cada compuesto, 0.05 pg; patron interno, 0.125 pg.
(Picos: 1-teobromina, 2-paraxantina, 3-teofilina, 4-patréon
interno, 5-acetazolamida, 6-cafeina).
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Los tiempos de retencién obtenidos para cada analito, asi

como para el patrén interno aparecen en la Tabla 15.

Analito Tiempo de retencién (min)
1 - Teobromina 3.32
2 - Teofilina 4,09
3 - Paraxantina 4.09
4 - Patrén interno 4.62
5 - Acetazolamida 5.41
6 - Cafeina 5.89

Tabla 15. Tiempos de retencién obtenidos
para la acetazolamida y 1las principales
xantinas «con el gradiente de elucién
propuesto.

157



3.4.2.- Determinacién de acetazolamida en presencia de xantinas

3.4.2.1.- Tratamiento previo de muestras de orina

En el apartado del tratamiento previo de muestras de orina,
se ha puesto de manifiesto que la acetazolamida, junto con la
hidroclorotiazida, son los diuréticos para los gque se obtienen
recuperaciones mds bajas al utilizar las técnicas de extraccién
en fase s6lida (p&gina 134). En la bibliografia aparecen datos
de recuperaciones superiores (del orden del 90 %) utilizando
columnas C18 [116], pero partiendo de cantidades muy pequefias de
muestra, con lo cual la elucién del analito en la propia matriz
acuosa es mucho menor. Sin embargo la utili;acién de volumenes
de muestra muy pequefios conlleva a una notable pérdida de

sensibilidad en el andlisis.

Por otra parte, éste es uno de los diuréticos para el que
se obtienen mayores rendimientos al efectuar una extraccién
liquido-liquido en medio 4&cido. Por eso, en un estudio de
cardcter cuantitativo como éste, se ha preferido la utilizacién
de una extraccién con acetato de etilo, optimizada para este

compuesto.
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3.4.2.1.1.- Procedimiento experimental

Se han ensayado diversas muestras de orina, a las que se ha
afiadido previamente acetazolamida reproduciendo en dichas
muestras concentraciones comprendidas entre 0 y 20 pug/mL
(intervalo en que generalmente se encuentra a las pocas horas de

haber sido administrada en dosis normales).

Inicialmente se ensay6é el procedimiento de extraccién en
medio &cido propuesto por Cooper y col. [181]. Igqualmente se ha
estudiado la influencia de la presencia de cloruro sédico [158]
en las muestras sobre la eficiencia de la extraccién de
acetazolamida. Este tratamiento consiste en afiadir a 2 mL de
orina, 0.5 g de una mezcla KH,PO,/Na,HPO, (99:1 en peso) y 0.5 g
de NaCl. A continuacién las diferentes xantinas son separadas de
la matriz con 4 mL de acetato de etilo previa agitacién mecénica
durante 10 min. La fase orgénica una vez separada, es tratada con
2 mL de disolucién de acetato de plomo al 5% para separar los
pigmentos de la orina y otros compuestos endégenos. Finalmente
la mezcla es centrifugada, y la fase orgénica es separada y
llevada a sequedad mediante corriente de nitrégeno. El residuo
obtenido es regenerado en 300 uL de disolucién metanélica de
patrén interno (50 pg/mL), y la disolucién resultante es filtrada
con un filtro de nylon de un di&metro de poro de 0.45 um

(Teknokroma), inyecténdose 5 uL en la columna analitica.

159



La recuperacién de acetazolamida se ha determinado para
diversas muestras de orina comparando la relacién de &reas de los
picos cromatogrdficos obtenidos para este diurético y el patrén
interno, con 1la relacién obtenida inyectando directamente
patrones en metanol de la misma concentracién. De cada

concentracién se han realizado dos réplicas.

En la separacién cromatogrédfica de estas muestras ha sido
utilizada una fase mévil compuesta por acetonitrilo y un tampén
fosfato 0.05 M de pH = 3 (en presencia de propilamina 0.016 M),
seglin el programa de elucion optimizado en el apartado anterior:
min 0 - 12 % de acetonitrilo, min 3 - 15 % de acetonitrilo, min

8 — 40 % de acetonitrilo.

Las determinaciones han sido efectuadas a 275 nm, donde la

acetazolamida presenta una absorbancia mayor.

3.4.2.1.2. - Resultados y discusién

En la Figura 41 aparecen los cromatogramas de un blanco y
de una muestra de orina a la que se ha afiadido acetazolamida, con

una concentracién final en ésta de 11.25 ug/mL.
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Figura 41. Cromatogramas obtenidos para muestras
reales con acetazolamida extrayendo con acetato de
etilo: (a) blanco y (b) muestra de orina conteniendo
11.25 jg/mL de acetazolamida. Longitud de onda, 275
nm. (Picos: 1-patréon interno, 2-acetazolamida).

Como se desprende de la comparacion de estos dos
cromatogramas, ningun constituyente de la matriz es eluido al

imismo tiempo de retencion del analito.

La recuperacion de acetazolamida a las distintas concen-
traciones evaluadas, cuando se adicionan a las muestras 0.5 g de

cloruro soédico, aparece en la Tabla 16.



Concentracioén de Porcentaje de acetazolamida

acetazolamida (ug/mL) recuperado ( % )
3.75 94, 86
7.50 79, 84
11.25 77, 89
15.00 88, 89
18.75 81, 73
Valor medio (84 = 6) %

Tabla 16. Recuperacién de acetazolamida en funcién de
su concentracién.

De la observacién de esta tabla se deduce que la eficacia
de la extraccién es independiente de 1la concentracién de
acetazolamida en la muestra, obteniéndose un valor medio de (84
*+6) % (n = 10). Por otra parte, la adicién de cloruro sédico,
tal como indican Chambers y col. [158], incrementa ligeramente
la recuperacién de acetazolamida (Tabla 7). Ademds, con la
modificacién propuesta, el tiempo de preparacién de muestra se
acorta con respecto &a otros procedimientos descritos en la
bibliografia, ya que utilizan volimenes de disolventes orgénicos
mucho mayores, con lo cual la evaporacién de éstos es més
tediosa. Ademés, resulta  innecesario efectuar sucesivas
reextracciones para consegquir una eliminacién adecuada de los
constituyentes de la matriz, especialmente de la cafeina y sus
metabolitos [156-158]. Esto es posible porque, a pesar de que con
el tratamiento efectuado, tanto la cafeina como sus metabolitos
pasan a la fase orgédnica, su presencia no afecta las
determinaciones de acetazolamida al ser eluidos a tiempos de

retencién muy diferentes.
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3.4.2.2.- Curvas de calibrado

Procedimiento experimental

Los patrones para construir las curvas de calibrado han sido
preparados afiadiendo a muestras de 2.0 mL de orina, 300 uL de
disoluciones en metanol de acetazolamida, reproduciendo en las
muestras concentraciones comprendidas entre 0 y 20 ug/mL. Estas
muestras han sido tratadas en presencia de 0.5 g de NaCl y 0.5
g de una mezcla de KH,PO, y Na,HPO, (99:1 en peso), con 4 mL de.
acetato de etilo, de acuerdo con la condiciones indicadas en el
apartado de tratamiento de muestras (pdginas 122-123, 159). En
la elucién de dichas muestras se ha empleado una fase mévil
compuesta por acetonitrilo y un tampén fosfato 0.05 M de pH = 3
(en presencia de propilamina 0.016 M), segin el programa de
elucién optimizado: min 0 - 12 % de acetonitrilo, min 3 - 15 %
de acetonitrilo, min 8 - 40 % de acetonitrilo. Las curvas de
calibrado se han construido representando la relaciéﬁ de altura
de picos acetazolamida/patrén interno frente a la concentracién
de acetazolamida en la muestra. También se han construido curvas
de calibrado mediante la inyeccién directa de disoluciones en
metanol de acetazolamida en el mismo intervalo de concentraciones
que el utilizado para las muestras de orina. Las determinaciones

han sido realizadas por duplicado a 275 nm.
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Resultados y discusidn

Los cromatogramas obtenidos para los distintos patrones de

acetazolamida en las muestras de orina aparecen en la Figura 42.

100-

90 90: 90 90- D
80- 80 80- 80
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40 40

30 0 30
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Figura 42. Cromatogramas obtenidos para patrones de acetazolamida
en muestras de orina. Longitud de onda, 275 nm. Concentracidén de
acetazolamida: 3.75 (a), 7.50 (b), 11.25 (c), 15.00 (d) y 18.75
(¢) Jjjg/mL. (Picos: l-patrdn interno, 2-acetazolamida).

La curvas de calibrado correspondientes tanto a las muestras
de orina como a los patrones en metanol se muestran en la Figura
43. Estas curvas de calibrado también pueden ser construidas
utilizando como sefial analitica el cociente entre las areas de
picos de la acetazolamida y el patrdén interno. Sin embargo, los
resultados obtenidos muestran que este modo operativo presenta

menor precisiédn.
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Figura 43. Curvas de calibrado obtenidas para la
acetazolamida: en muestras de orina (#) y a partir de
la inyecciéon directa de disoluciones en metanol (O)*

Como puede observarse, la calibracion es lineal en el
intervalo de trabajo 0-20 pg/mL. La pendiente obtenida para las
muestras de orina, corregida por el porcentaje de analito
recuperado, es equivalente a la obtenida en la inyeccién directa
de patrones. Esto confirma que la matriz no afecta la

determinacion de acetazolamida.
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3.4.2.3.- Limite de deteccién

Procedimiento experimental

El limite de deteccién ha sido establecido a 275 nm,
afladiendo a diversas muestras de orina la cantidad equivalente
al limite de deteccién encontrado para el andlisis de screening
de diuréticos (pégina 116), corregido teniendo en cuenta el
porcentaje de diurético recuperado segin el procedimiento de
tratamiento de muestra propuesto. Estas muestras han sido
tratadas previamente y cromatografiadas seglin las condiciones

descritas con anterioridad.

Resultados y discusién

El valor encontrado corresponde a una cantidad de aceta-
zolamida inyectada de 0.25 ng, equivalente a una concentracién

en orina de 8 ng/mL.

Con esta sensibilidad y segin los datos farmacocinéticos de
que se dispone (pégina 51), el procedimiento propuesto posibilita
la determinacién de acetazolamida hasta varios dias después de

haber sido ingerida en dosis normales (Figura 3).
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3.4.2.4.- Analisis en diferentes muestras de orina

El procedimiento descrito ha sido aplicado a 1la
cuantificacién de acetazolamida en diversas muestras de orina a
las que se han afiadido diferentes cantidades de acetazolamida,
reproduciendo las concentraciones presentes a nivel terapéutico.
Las concentraciones ensayadas, asi como los resultados obtenidos

se muestran en la Tabla 17.

Calibrados con Calibrados con
Concentracién muestras reales disoluciones en metanol
Sujeto afladida
C(ug/mL) Valores Valores Valores Valores
encontrados medios encontrados medios
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) Cug/mL)
1 0.8 1.3
2 1.50 1.9 1.3 £ 0.6 2.4 2.0£ 0.6
3 1.9 2.4
1 3.7 3.6
2 3.8 3.9
3 3.75 3.3 3.6 0.2 3.8 3.7+0.2
4 3.5 3.7
1 6.3 6.1
2 8.1 8.0
3 7.6 7.5
4 7.50 8.5 7.9x0.9 8.3 8+1
5 8.6 8.3
6 8.7 8.9

Tabla 17. Concentracién de acetazolamida en muestras
reales.

Como puede observarse, el método es exacto y preciso; la
precisién es mejor cuando la concentracién de acetazolamida en

las muestras es superior a 1.5 ug/mL, con desviaciones tipicas
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relativas del 6 % y del 11 %, para concentraciones de analito de
3.7 y 7.5 ug/mL. Estos valores son equiparables a los que
proporciona la recta de calibrado construida mediante la

inyeccién directa de patrones.

3.4.2.5.- Conclusiones

El método propuesto permite la determinacién de
acetazolamida en presencia de las principales xantinas en unos
pocos minutos, y sin necesidad de introducir grandes variaciones
con respecto a las condiciones de trabajo mé&s usuales en los

laboratorios de andlisis clinico.

Con el tratamiento de muestra propuesto, se consigue una
recuperacién adecuada de acetazolamida, a 1la vez que se
simplifica el modo operativo con relacién a otros métodos
aparecidos en la bibliografia [156, 158], al proporcionar una
adecuada selectividad con una Gnica etapa de extraccién en que
se requieren Gnicamente 4 mL de acetato de etilo, con un ahorro
de tiempo adicional en el proceso de preconcentracién de las
muestras. La sensibilidad obtenida con este procedimiento,
permite la cuantificacién de acetazolamida con suficiente
precisién y exactitud, durante largos periodos después de ser
administrada, ampliando el intervalo con respecto a otros métodos

publicados con anterioridad [158, 159].
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3.4.3.- Determinacién de xantinas en presencia de acetazolamida

Diversos estudios indican_rque la preparacién de las
muestras, es una etapa critica en el andlisis cromatogrédfico de
cafeina, debido probablemente a la limitada solubilidad de este
compuesto en la mayoria de los disolventes orgénicos utilizados
para su separacién de las muestras biolégicas [243, 244]. Esto
conduce a que, para concentraciones similares, las determi-
naciones de este compuesto sean menos reproducibles que las de

sus metabolitos [244].

En este sentido, los procedimientos de tratamiento de
muestra con columnas de extraccién en fase sélida pueden ser una
alternativa ventajosa, ya que requieren una menor manipulacién
de las muestras. Por ello, y dado que como se ha sefialado con
anterioridad, frecuentemente se requiere la determinacién
conjunta de las principales xantinas, se ha buscado un
tratamiento de muestra basado en el empleo de columnas de
extraccién en fase sélida, que pueda ser aplicado al mismo tiempo
a todos estos compuestos. De entre las alternativas posibles, se
ha elegido un relleno de tipo C18, por su mayor versatilidad.
Este procedimiento se ha comparado con la extraccién en acetato

de etilo propuesta para la determinacién de acetazolamida.
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3.4.3.1.- Tratamiento previo de muestras de orina

3.4.3.1.1.- Procedimiento experimental

A 2.0 mL de diversas muestras de orina exentas de xantinas,
se han afiadido diferentes cantidades de teobromina, paraxantina,
teofilina y cafeina, con una concentracién final de cada una de
las xantinas en la muestra, comprendida entre 0 y 20 pug/mL.
Estas muestras han sido tratadas antes de proceder a su inyeccién
en la columna analitica, seglin 1los siguientes esquemas

operativos:

Extraccién liquido-liquido: El procedimiento aplicado es el ya

descrito para la acetazolamida (p&gina 159).

Extraccién en fase s6lida: Se han utilizado columnas de
extraccién en fase s6lida C18 (200 mg/3 mL, Teknokroma), que han
sido previamente activadas haciendo pasar 1 mL de metanol,
seguido de 0.5 mL de agua destilada para evitar el contacto
directo del metanol con la muestra. A continuacién se eluye la
matriz de la muestra lavando con 0.5 mL de agua destilada. Las
xantinas han sido eluidas de las columnas con 0.5 mL de metanol.
Las disoluciones resultantes se llevaron a sequedad, y se
reconstituyeron y filtraron antes de ser inyectadas, de la forma
ya indicada para la extraccién liquido-liquido. Para pasar los

disolventes y las muestras a través de las columnas se ha
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aplicado presién con jeringa conectada a éstas mediante un
adaptador. Una vez utilizadas, las columnas se regeneraron con

2 mL de metanol seguidos de 1 mL de agua.

La recuperacién de las diferentes =xantinas se determiné
comparando la relacién de Areas xantina/patrén interno, con la
obtenida inyectando directamente disoluciones patrén en metanol
de la misma concentracién. De cada concentracién se han realizado

dos réplicas.

En la elucién de las muestras se ha utilizado una fase mévil
compuesta por acetonitrilo y tampén fosfato 0.05 M de pH = 3 (en
presencia de propilamina 0.016 M), segin el programa de elucién
optimizado en el apartado anterior: min 0 - 12 % de acetonitrilo,

min 3 - 15 % de acetonitrilo, min 8 - 40 % de acetonitrilo.

Las determinaciones se han realizado a temperatura ambiente,

utilizando como longitud de onda de trabajo 275 nm.

3.4.3.1.2.- Resultados y discusién

Inicialmente se compard la eficiencia de la extraccién en
fase s6lida propuesta con columnas Cl8, frente a la extraccién
liquido-liquido con acetato de etilo, que es la forma habitual

de trabajo en la mayor parte de los procedimientos
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cromatograficos descritos para las xantinas. En la comparacidn
de estos procedimientos se han utilizado muestras de orina con

un contenido en xantina de 15 pg/mL.

Como puede apreciarse en la Figura 44, la extraccién en fase
s6lida resulta claramente ventajosa frente a extraccidédn ligquido-
liquido, excepto para la teofilina para la que se obtienen
recuperaciones similares por ambos procedimientos. En la zona en
que son eluidos los compuestos de interés, la recuperacidn de los

componentes de la matriz es muy similar por ambos procedimientos.
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Figura 44. Comparacidén de la extraccidn liquido-liquido (a) y de
la extraccidén en fase sdélida con columnas Cl8 (b) para las
xantinas. Longitud de onda, 275 nm. (Picos: 1- teobromina, 2-
teofilina, 3-paraxantina, 4-patrdén interno, 5-cafeina).
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Los porcentajes recuperados de las diversas =xantinas
mediante la extraccién liquido-liquido se muestran en la Tabla
18. En esta tabla se muestra también la recuperacién de

acetazolamida para muestras de la misma concentracién.

Analito Porcentaje
recuperado (%)

Teobromina 35, 39
Paraxantina 47, 47
Teofilina 64, 71
Cafeina 54, 73
Acetazolamida 88, 89

Tabla 18. Recuperacién de xantinas empleando
extraccién liquido-liquido.

Los datos de recuperacién obtenidos, mediante el
procedimiento de extraccién sblido—liquido descrito, para cada
una de las xantinas a las diversas concentraciones de éstas
estudiadas, asi como los valores medios, se muestran en la
siguiente Tabla 19. En esta tabla también se incluye el

porcentaje de acetazolamida recuperado en las mismas condiciones.
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Concentracién Porcentaje Recuperado ( % )

(pg/mL) Tecbromina Paraxantina Teofilina Cafeina Acetazolamida

0.75 88, 80 78 79 100, 97 -
3.75 75, 72 71 74 98, 99 -
7.50 73, 80 80 69 104, 99 -
11.25 76 75 67 97, 99 -
15.00 - 72 76 95, 99 59, 66

Valores medios (75 £8) (75 *4) (73
=17) (n =5) (n

0 i+

5) (99 £3) (63 % 5)
5) (n = 10) (n = 2)

Tabla 19. Recuperacién de xantinas empleando columnas
de extraccién C18.

De estos valores se deduce que la eficacia de la extraccién
no depende de la concentracién de xantina en las muestras. Los
mejores porcentajes se obtienen para la cafeina, con una
recuperacién media del (99 * 3) %. Adem&s, con esta metodologia
se obtiene una elevada reproducibilidad de 1la etapa de
tratamiento de la muestra, elimin&ndose de esta forma uno de los

factores criticos en la evaluacién de cafeina [243, 244].

Para todas las xantinas se obtienen recuperaciones
inferiores al utilizar el procedimiento de extraccién liquido-
lfiquido. La acetazolamida presenta una recuperacién inferior si
se utiliza un procedimiento de extraccién basado en la
utilizacién de <columnas C18, no interfiriendo en 1la

determinacién.

En la Figura 45 aparece el cromatograma obtenido para un
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blanco de orina, cuando se utilizan columnas de extraccidén en
fase sdélida Cl8 para el acondicionamiento previo de la muestra.
De la comparacidédn de este cromatograma con los mostrados en la
Figura 44, se puede concluir que con el tratamiento de muestra
propuesto, la determinacién de cualquiera de las xantinas
consideradas, esta exenta de la interferencia debida a posibles

constituyentes de la matriz.

300

200.

100.-

Figura 45. Cromatograma obtenido para un blanco de
orina utilizando columnas de extraccidén en fase sdlida
C18. Longitud de onda, 275 nm. (Picos: l-patrén
interno).

Por otra parte, ni el rendimiento de la extraccidén ni la
precisién, se alteran significativamente cuando se utiliza patrdn
interno en el proceso de extraccidén. Asi, para una serie de

muestras de cafeina a las que se ha afladido teobromina vy



teofilina o paraxantina (en la misma concentracién que la
cafeina), se han calculado las recuperaciones de cafeina
utilizando como patrones internos estos compuestos. Para la
mismas muestras, estos valores han sido calculados utilizando
como patrén interno fB-hidroximetilteofilina, adicionada después
de la etapa de extraccién, asi como directamente a partir de las
dreas de los picos de la cafeina. Los resultados obtenidos se

muestran en la siguiente tabla (Tabla 20).

Muestra Patrén
TBR PXT TFL B~hidroximetil- Sin patrén
teofilina interno
1 108 - 108 107 104
2 - - 101 93 94
3 97 - 108 - 91 87
4 103 - 91 97 96
5 98 - 102 - 94
6 100 - - 106 -
7 97 100 - 101 97
8 104 93 - 103 102
9 111 109 - 98 95
10 - 105 - 100 101
Valor
medio 10215 1027 10216 1005 9715

Tabla 20. Recuperacién de cafeina utilizando diferentes patrones
internos; (teobromina (TBR), paraxantina (PXT), teofilina (TFL)).

Esto indica que la etapa de extraccién es reproducible, por

lo que el patrén interno se ha incorporado a las muestras en el
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proceso de regeneracién de las mismas para corregir las posibles

fluctuaciones en el proceso de inyeccién de muestra.

Las recuperaciones de teobromina, teofilina o paraxantina
son ligeramente inferiores a las de cafeina, aunque similares a
los obtenidos para este mismo tipo de muestras por otros autores
[233, 244].

A partir de estos valores se deduce que el tratamiento de
muestra propuesto es vAlido para la determinacién conjunta de

estas xantinas.

3.4.3.2.- Determinacién de cafeina y teobromina

3.4.3.2.1.~ Curvas de calibrado

Procedimiento experimental

Los patrones para obtener las curvas de calibrado han sido
preparados afiadiendo a 2 mL de orina exentas de xantinas, 300 uL
de distintas disoluciones de cada una de éstas, reproduciendo en
las muestras 5 concentraciones en el intervalo terapéutico, 0 -
20 yg/mL. Estas muestras han sido sometidas al procedimiento de
extraccién en fase s6lida descrito con anterioridad, e inyectadas
en la columna analitica.

Las curvas de calibrado han sido construidas representandoc
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la relaciéon de areas xantina/patréon interno a 275 nm, frente a
la concentracion de cada xantina en las muestras, realizando dos
ensayos para cada concentracion. También se han construido curvas
de calibrado mediante la inyeccion directa de disoluciones patréon
de xantina en metanol, en cantidades equivalentes a las

utilizadas en los calibrados para las muestras de orina.

En la separacion cromatografica de las muestras se han
utilizado las condiciones experimentales resefiadas en la pagina

160.

Resultados y discusidn

Los cromatogramas obtenidos para las distintas

concentraciones de <cafeina ensayadas en muestras de orina

aparecen en la Figura 46.
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Figura 46. Cromatogramas obtenidos para patrones de cafeina en
muestras de orina. Longitud de onda, 275 nm. Concentracién de
cafeina: 0.75 (a), 3.75 (b), 7.50 (c), 11.25 (d) y 15.00 (e)
pg/mL. (Picos: 1-patréon interno, 2-cafeina).
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La recta de calibrado correspondiente a estas muestras,
aparece en la Figura 47, donde se muestra también Ila recta
obtenida mediante la inyeccion directa de cantidades equivalentes

de patrones de cafeina en metanol.

3.00 i

< c 2.00

0.00

Concentracién de cafeina (pg/mL)

Figura 47. Curvas de calibrado obtenidas para la
cafeina: en muestras de orina (#) ya partir de la
inyeccion directa de disoluciones en metanol ( O )

Como puede observarse, estas rectas son practicamente
idénticas, lo que confirma por una parte que la recuperaciéon de
cafeina de las muestras de orina con el procedimiento seguido es

completa, y por otra, que la determinacion esta libre de errores
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debidos a la matriz. La determinacién de cafeina por lo tanto

puede ser realizada directamente a partir de patrones en metanol.

Los cromatogramas obtenidos para la teobromina en muestras

de orina a las distintas concentraciones ensayadas aparecen en

la Figura 48.
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Figura 48. Cromatogramas obtenidos para patrones de teobromina
en muestras de orina. Longitud de onda, 275 nm. Concentracién de
teobromina: 0.75 (a), 3.75 (b), 7.50 (c¢), 11.25 (d) y 15.00 (e)
ug/mL. (Picos: l-teobromina, 2-patrén interno).

Las rectas de calibrado obtenidas para la teobromina tanto
en muestras de orina como con patrones en metanol (Figura 49),
muestran que la calibracién es lineal en el intervalo 0.75 - 15.0
ug/mL. Estas rectas pueden igualmente considerarse equivalentes
si se tiene en cuenta la eficiencia en el proceso de extraccién

de la teobromina.
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Figura 49. Curvas de calibrado obtenidas para |la
teobromina: en muestras de orina (#) y a partir de la
inyeccién directa de disoluciones en metanol ( Q ).

3.4.3.2.2.- Limites de deteccidn

Procedimiento experimental

Los

limites de deteccion han sido establecidos a 275 nm para

cada xantina, como la concentracion de la misma que proporciona

una

relacion senal/lruido de fondo, de 3.
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Las muestras de orina exentas de xantinas, a las que se han
adicionado cafeina o teobromina han sido tratadas previamente y
cromatografiadas segin las condiciones descritas con anterioridad

(pdginas 170, 171).

Resultados y discusién

Los limites de deteccién encontrados corresponden a una
cantidad de 0.05 y 0.007 ng para cafeina y teobromina,
respectivamente, equivalentes a unas concentraciones en orina de

2 y 0.3 ng/mL, respectivamente.

Esta sensibilidad es similar a la obtenida con otros
procedimientos descritos con anterioridad tanto para cafeina como
para teobromina (228, 229, 235], y es adecuada para la
determinacién de ambas especies cuando son ingeridas en dosis

terapéuticas bajas [237].

3.4.3.2.3.- Analisis en diferentes muestras de orina

Procedimiento experimental

El procedimiento descrito ha sido aplicado a la cuantifi-
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cacién de cafeina y teobromina en dos muestras de orina
procedentes de dos individuos que habian ingerido cafeina y

derivados a través de su alimentacién.

Resultados y discusién

Los resultados de este estudio se muestran en la Tabla 21.

Muestra Concentracién (ug/mL)
Tecbramina Cafeina
1 4.3 £ 0.2 1.50 £ 0.07
(n = 10) (n = 4)
2 8.9 £ 0.5 1.40 £ 0.09
(n =12) . (n = 12)

Tabla 21. Contenido de teobromina y cafeina
en muestras reales.

La desviacién esténdar obtenida en la determinacién tanto
de teobromina como de cafeina es del 5 - 6 %, lo que representa
una reproducibilidad adecuada para las concentraciones de ambas
xantinas encontradas, que corresponden a un nivel terapéutico

bajo.
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3.4.3.3.~- Determinacién simultinea de teofilina y paraxantina

Cuando la superposicién de sefilales cromatogr&ficas no puede
eliminarse fdlcimente mediante la modificacién de los parémetros
experimentales que gobiernan la separacién, tales como columna,
naturaleza del eluyente, etc., puede recurrirse a la resolucién

matemdtica de las mismas.

Este tipo de alternativas ha experimentado un notable
desarrollo durante los Gltimos afios, debido a la proliferacién
de los sistemas de deteccién multicanal, que han permitido
obtener y almacenar informacién exhaustiva de cada muestra, a la
vez que han facilitado el tratamiento matem&tico de esta

informacién.

De entre las numerosas estrategias propuestas con esta
finalidad, cabe comenzar con la trasformacién en sus derivadas
de primer o segundo orden, o incluso superior, de las.matrices
de datos A - A o A - t, [242, 245, 246). En particular, la
segunda derivada de los perfiles de elucién, ha sido extensamente
utilizada en la determinacién del grado de pureza de un pico
cromatogrdfico, ya que directamente, o a través de relaciones
entre seflales generadas, indica de una forma nitida, la
existencia de impurezas. Esta alternativa también ha sido

utilizada con fines cuantitativos.
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Otra de las propuestas m&s utilizada se basa en la supresién
espectral de la contribucién de uno de los componentes, a la
sefial cromatogr&fica total. En este caso se requiere del
conocimiento previo del espectro de absorcién del compuesto cuya

sefial se desea suprimir [247-249].

Recientemente Ebel y Mueck [250] han comparado 4 técnicas
diferentes para la evaluacién cuantitativa de especies que
originan picos cromatogrdficos solapados, cuando se dispone de
sus espectros. La comparacién incluye la técnica de supresién de
picos, la primera derivada de 1la sefial cromatogrédfica, 1la
generacién de cromatogramas a través de sistemas de polinomios
ortogonales y el andlisis multicomponente por minimos cuadrados
propuesto por Milano [251]. Estos autores obtuvieron los mejores
resultados mediante la aplicacién de las técnicas de supresién

de picos y el andlisis multicomponente.

D*Allura y Juvet [252] han propuesto otro método de minimos
cuadrados aplicable a cromatografia liquida, basado en los datos
de absorbancia de cada componente a diferentes tiempos a lo largo
del pico cromatogrdfico, que se ajustan a polinomios de segundo
grado. Las concentraciones de cada componente de la mezcla, son
determinadas resolviendo el sistema de ecuaciones no lineales
obtenido. Este tratamiento puede proporcionar resultados
apropiados siempre que los componentes de la mezcla sean eluidos
a tiempos ligeramente diferentes, o que presenten espectros lo

suficientemente diferenciados. Cuando las posiciones relativas

185



de las seflales de cada componente de la mezcla se modifican, el

método requiere correcciones adicionales.

En los lltimos afios han aparecido algunos métodos basados
en el andlisis factorial, que no requieren el conocimiento previo
de los espectros de cada componente [253], siendo posible la
resolucién cuando cada pico cromatogrédfico corresponde a un
méximo de tres componentes, cuando el solapamiento entre las
seflales no es muy acusado o cuando los espectros de cada

componente son lo suficientemente diferentes [254, 255]).

S&nchez y col. han descrito un tratamiento matemé&tico de las
matrices de datos A - t - A, que permite la cuantificacién de
analito en presencia de un interferente que no esté presente en
los patrones utilizados para construir las curvas de calibrado,
aunque requiere que los tiempos de retencién tanto del analito
como del interferente permanezcan constantes en muestras y

patrones [256, 257].

Otras alternativas est&n basadas en la utilizacién del
filtro de Kalman. Asi, Hayashi y col. [258] han propuesto un
modelo menos general que los anteriores, pero cuyos cdlculos son
menos costosos. Sin embargo este método no es adecuado cuando el
solapamiento de los picos cromatogréficos es muy acusado, cuando
los espectros de los componentes de la mezcla son muy parecidos,
cuando el proceso de inyeccién de muestra es poco reproducible,

o cuando los tiempos de retencién se modifican ligeramente [259].
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Recientemente, Barker y Brown [260] han descrito un nuevo
modelo iterativo, que no necesita correcciones en la posicién o
caracteristicas de cada seflal, aunque no proporciona resultados
adecuados cuando en el cromatograma aparecen seflales que no han

sido incluidas en el modelo.

A pesar de los notables avances realizados en este campo,
la resolucién de mezclas de compuestos gque originan sefiales
cromatogrédficas con un acusado solapamiento, continda siendo un

problema de dificil solucién.

En este sentido, este equipo investigador ha desarrollado
recientemente para el campo de la espectroscopia, una
modificacién del método de adicién estdndar, que se ha denominado
método de adicién standard del punto H (HPSAM), que permite la
determinacién de la concentracién de analito en presencia de un
interferente directo y/o de blanco total de Youden [261, 262].
Este procedimiento ha sido aplicado a la resolucién de mezclas
de componentes con un solapamiento muy acusado o incluso total
de sus espectros de absorcién [263, 265]. También ha sido

adaptado a la determinacién cinética de mezclas binarias [265].

En este apartado de la presente Memoria se han establecido
los fundamentos para la aplicacién del HPSAM a la cromatografia
liquida con deteccién UV/V, para la cuantificacién de especies

que originan picos cromatogréficos solapados. Para examinar la
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validez de este método, se han comparado los resultados, con los
obtenidos por aplicacién de otros métodos matemdticos usuales en
el tratamiento de datos cromatogrdficos, como son el método de
la segunda derivada y el de la supresidén espectral de picos

cromatogréficos.

Inicialmente el HPSAM se ha aplicado a la resolucién de
mezclas sintéticas de los diuréticos que no han sido
adecuadamente separados mediante los gradientes de elucién
propuestos para el andlisis de screening, con objeto de valorar
las posibilidades del método frente a diferentes grados de
solapamiento de las sefiales, presentando distintas situaciones
espectrales, para aplicarlo finalmente a un caso préctico de
dificil solucién, como es la determinacién conjunta de teofilina
y paraxantina en muestras de orina, tal como se ha puesto de

manifiesto en la bibliografia (p&ginas 54-56).

3.4.3.3.1.—- Bases del método de adicién esténdar del

punto H (HPSAM)

La aplicacién del HPSAM a sistemas est&ticos en el campo de
la espectroscopia, permite la cuantificacién de dos especies X
e Y en una mezcla de éstas, alin en el caso de que sus espectros

de absorcién sean muy similares o estén completamente solapados,
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o bien, la determinacién de la concentracién de analito libre de
error sistemdtico, cuando el espectro de la matriz es conocido.
La determinacién de la concentracién de analito X, implica 1la
seleccién de dos longitudes de onda A, y A, para las que la
absorbancia de la especie interferente, Y, es la misma. La
adicién sucesiva de cantidades conocidas de analito y la medida
de la absorbancia a las longitudes de onda seleccionadas, permite
construir dos rectas que intersectan en el llamado “punto H",
(-C,, A,) donde -C, (= -C,) es la concentracién desconocida de X,

Yy A, (= A,) es la seflal analitica de Y.

En cromatografia interviene una variable adicional, el
tiempo al que se realizan las medidas de absorbancia a las
longitudes de onda A, y A,. En este caso, se ha fijado esta
variable como el tiempo de retencién del analito, ya que

proporciona una mayor sensibilidad.

Supongamos que las absorbancias de X al tiempo de retencién
tp Y @ las longitudes de onda A, y 4, son b, y A; (Figura 50), y
que las absorbancias de Y a estas dos longitudes de onda son b
y A' (iguales en este caso). El valor de la absorbancia en el
intervalo A, y 4,, considerando solamente los puntos extremos,

podria describirse a partir de las siguientes expresiones:

X: A, = b, +m A (A <A<A ; i=0,1, ....n) (1)
Y: A' =b +m A (m=0) (2)
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donde el subindice i representa las diferentes adiciones de X de

las n realizadas en la aplicacidén del HPSAM; 1 = 0 corresponde

a la disolucidén que contiene uUnicamente la muestra problema.

Las

absorbancias de la muestra desconocida a las longitudes de onda

de trabajo y X2 serdan AX = bi + b, y A2 = Ai+ A',
respectivamente.
A
Al * A1
Ai
bj + b

> 32

Figura 50. Representaciones A vs X para X e Y.

Por otra parte, la aplicacién del HPSAM a esas

longitudes de onda conduce a las rectas:
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A, = b+b, +M, C (3)

1

A, A'+ A, + M, C; (4)

i
siendo b, y A, las absorbancias a A, y A, medidas al tiempo de
retencién del analito en la disolucién gue contiene tdnicamente
muestra (i = 0). M, y M, son las pendientes de las
representaciones del método de adicién est&ndar a las dos A
seleccionadas. Estas rectas intersectan en el punto H, (-Cyr A=

(-Cy, Ay) (Figura 51). En este punto
b + b, + M, (=C,) = A'+ A, + M, (-C,) (5)
por lo tanto

- CH = (6)

Puesto que Y presenta la misma absorbancia a A, y 4, , A'= b, por

lo que

AO-bO

- CH = (7)
My = Mp

que es equivalente a la concentracién de analito en la

muestra (= -b, /M, = - A, / M,,).
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vV *2
X1
/bo*b
i( b= A'= AH
anadida
O H = O cx
Figura b51.

Representaciones del método de
adicidén estandar del punto H.

En la Figura 52 se comparan las representaciones obtenidas
mediante el HPSAM a X2 en presencia y en ausencia de interferente

(representaciones similares se obtienen para 2&3). La pendiente

de estas dos graficas serd la misma, por lo que sustituyendo AQ

y b0 en funcidén de Cx en la expresidébn (7), se deriva que -CH= -Cx

siendo CH la concentracidédn de analito en la muestra, como se
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demuestra en los trabajos anteriores

Ax2

sobre el método [261-263].

1
2
/AQO* A
i ib="= AH
<
* o
c_- -cw ~ afadida
H ~ CX CX
Figura b52. Representaciones del método de
adicion estandar del punto H en presencia

(1) y ausencia de

(2)

interferente.

Analogamente, la sustitucion de CHen las ecuaciones (3) o
(4) proporciona el valor de AY (= b A').
Puesto que el método de adicion estandar permite el calculo
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de concentraciones desconocidas de analito por extrapolacién a
un valor. de ordenada igual a cero, y teniendo en cuenta que en
ese punto A; = f£(A) = 0, para el método de adicidén esténdar del
punto H este punto coincidiré& en el punto H y estaréd desplazado
un valor A' = b en ordenadas respecto al obtenido al aplicar el
método de adicién esténdar. El punto H es aquél para el que la
pendiente de la representacién A = £(A) para el analito es igual
que para el interferente, en este caso 0 (m;=m = 0, Db;= 0).
Por lo tanto, con los valores de absorbancia registrados al

tiempo de retencién del analito, la ecuacién en el punto H se

simplifica a:
A'= Db = A, = A, (8)

La ordenada en este punto proporciona la sefial analitica debida
al interferente. La interseccién de las dos lineas rectas
representadas por 1las ecuaciones (3) y (4) proporcionaré
directamente la concentracién de analito (C,) y la sefial
analitica del interferente (A,) a las longitudes de onda Ay Y Ay
puesto que éstas han sido elegidas de forma que la especie
interferente presente la misma absorbancia. La sefilal analitica
A,, permite el cédlculo de la concentracién de interferente a
partir de una curva de calibrado, o por el método del dnico
patrén, ya que corresponde al punto 0 de concentracién del

grdfico de calibrado obtenido para el analito en presencia de la

matriz de la muestra de acuerdo con el método.
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3.4.3.3.2.- Método de supresién de picos cromatograficos.

La absortividad molar de un compuesto puro a la longitud de

onda A, es proporcional a la absortividad molar a A,:

€n = Ko €y (9)

siendo K, , una constante de proporcionalidad caracteristica del
compuesto y de las longitudes de onda consideradas. Reorganizando

esta expresién, se obtiene:
be;; = €1 ~ K, €, =0 (10)
Por lo tanto la contribucién de un componente Y de una
mezcla, a la absorbancia total, puede suprimirse si se utiliza

como sefial analitica la diferencia de absorbancia AA' definida

como
Y - aYf Y Y =
Anr 1,2 = Ay 'K1,2A12 =0 (11)
En el caso de una mezcla de dos componentes X e Y (analito e

interferente respectivamente), la absorbancia total de la mezcla

a una longitud de onda A viene dada por:
= aX
A, = A% + A", (12)

Si se utiliza como sefial analitica AA'L2 , se tendré& para la
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mezcla

AA', , = AAYY, .+ AA'T,, (13)

4

Eligiendo dos longitudes de onda A, y A, tales que, de acuerdo

con la expresién (10) AA'Y,, = 0 , se tendré& que

Anv,, = A% - Ky, A%, (14)

Como puede verse esta sefial, una vez conocido el valor de
Kn,z s6lo depende de 1la concentracién de X, por lo que
construyendo una curva de dalibrado en la que se utilice AA'L2
como sefial analitica, puede determinarse la concentracién de X
en una muestra desconocida. La determinacién de Y requiere el
cdlculo de una nueva constante Kgn para poder eliminar de la
sefial analitica global la contribucién de X, y la construccién

de una nueva curva de calibrado.

Aunque estas conclusiones son aplicables en principio para
dos longitudes de onda A, y A, cualesquiera, de acuerdo con Fell
y col. [245] éstas han sido elegidas como el ma&ximo y el minimo
del cociente de 1los espectros de X e Y, puesto que la

sensibilidad en estas condiciones es la m&s adecuada.
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3.4.3.3.3.- Método de la segunda derivada

Este método ha sido aplicado midiendo directamente 1la
amplitud de las bandas de los registros cFA/dtz, en distintas
posiciones del pico cromatogrdfico, tanto para muestras como para

patrones.

3.4.3.3.4.- Comparacién de métodos para diferentes grados de

solapamiento

En este apartado se contrastan el método propuesto de
adicién est&ndar del punto H, con los métodos de supresién
espectral y de la segunda derivada. Las mezclas sintéticas
elegidas son bumetanida/&cido etacrinico y acetazolamida/
amilorida, que proporcionan diferentes situaciones
cromatogrdficas de solapamiento de ©picos, y diferentes

solapamientos espectrales.

Condiciones experimentales

Fase mévil

En la resolucién de mezclas &cido etacrinico/bumetanida se
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ha utilizado una fase mévil compuesta por acetonitrilo y tampén
fosfato de pH = 3, y para la mezcla amilorida/acetazolamida, una
fase mévil compuesta por acetonitrilo y tampén acetato de pH =
4. En ambos casos, el programa de elucién es el mismo que el
utilizado para el an&dlisis de screening de diuréticos (pégina

145) .

Se han ensayado dos muestras bumetanida/&cido etacrinico que
contienen diferentes relaciones de estos dos diuréticos: 50:50
pg/mL, y 50:100 ug/mL de bumetanida y &cido etacrinico, respec-
tivamente. Para las mezclas acetazolamida/amilorida, se ensayaron
muestras de concentraciones 50:50 y 100:50 ug/mL de acetazolamida
y amilorida respectivamente, considerando la amilorida como
analito, y 50:50 y 50:100 ug/mL de acetazolamida y amilorida

respectivamente, considerando la acetazolamida como analito.

Método de adicién_esténdar del punto H: para cada muestra
problema se han preparado disoluciones reproduciendo
concentraciones finales afiadidas de analito, de 50, 100, 150 vy
200 ug/mL. Estas concentraciones son similares a las que pueden
encontrarse en muestras reales una vez preconcentradas durante
la etapa de tratamiento de muestra. De cada concentracién se han

realizado dos réplicas.

Método de supresién de picos y método de la segunda derivada: las

curvas de calibrado construidas para poder aplicar estos métodos,
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han sido obtenidas a partir de patrones en metanol de

concentraciones en el intervalo 50 - 250 ;jg/mL.

Resultados y discusién

Mezclas bumetanida-acido etacrinico

En esta fase movil, el solapamiento de la senal
cromatografica de estos dos diuréticos es total, como puede
observarse en la Figura 53, que muestra los cromatogramas a
diferentes longitudes de onda de ambas especies por separado, asi

como de mezclas de éstas en diferentes proporciones.

90 -

160
140 60

50 70
60 -

50 100

33 80 40
20- 80 60
m‘
20- o 20
01
Figura 53. Cromatogramas del acido etacrinico, bumetanida vy

mezclas de ambos diuréticos. Longitud de onda, 254 (1) y 275 (2)
nm. Concentraciones: acido etacrinico 50 pig/mL (a), bumetanida
50 pg/mL (b), y mezclas 50:100 jig/mL (c), 100:50 pg/mL (d) vy
100:100 jjg/mL (e), respectivamente.
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En la Figura 54 se muestran los espectros de absorcion
normalizados, obtenidos para ambos diuréticos a sus respectivos
tiempos de retencion. Estos espectros estan parcialmente

solapados en el intervalo 200 - 300 nm.

10000H
8000-
6000-
4000-
2000

0J
250 300 350 400

Figura ©54. Espectros de absorcion normalizados de
bumetanida (a) y acido etacrinico (b).

Para aplicar el HPSAM se ha tomado como intervalo de trabajo
250 - 300 nm, ya que esta es la region donde suelen llevarse a
cabo los analisis en muestras biolégicas, puesto que, como se ha

comprobado con anterioridad, la absorbancia de los constituyentes

de la matriz es menor.

Se ha considerado que la bumetanida es el analito, por lo

que se han seleccionado dos longitudes de onda a las que Ila
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absorbancia del acido etacrinico es la misma. En este caso se han
elegido dos pares de longitudes de onda, 254 - 286 nmy 261 - 290
nm. Las rectas obtenidas por aplicaciéon del HPSAM para la muestra
que contiene 100 y 50 Jjjg/mL de acido etacrinico y bumetanida
respectivamente, aparecen en Ila Figura 55. Estas rectas son
lineales en el intervalo de concentracién de analito afnadida 50-

150 jjg/mL. En esta figura aparece igualmente el espectro obtenido

para la mezcla correspondiente, al tiempo de retenciéon del
analito.
150i
250 n 1001
501
398
200-
150-
5a 100-
50-
-100 50 100

Concentracion afadida de bumetanida (ug/mlL)

Figura 55. Representaciones del HPSAM para mezclas
bumetanida/ acido etacrinico. Longitudes de onda, 286

(1) - 254 (3) nm y 290 (2) - 261 (4) nm.
Concentraciones, 50:100 jg/mL de bumetanida y acido
etacrinico, respectivamente. (La figura muestra

también el espectro de esta muestra en el tiempo de
retencion).
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La Tabla 22 refleja las concentraciones de bumetanida
encontradas mediante la aplicacion del HPSAM. Estas concentra-
ciones estan préoximas a los valores reales para los dos pares de
longitudes de onda ensayados, no existiendo diferencias

significativas entre ambas.

Por otra parte, conocida la absorbancia del acido etacrinico
a estas longitudes de onda, su concentracion ha sido calculada
aplicando el método de un unico patréon. Las concentraciones
obtenidas aparecen en la Tabla 22 para las dos muestras
estudiadas. Estos resultados pueden considerarse aceptables en

este tipo de determinaciones.

Concentracién real  (yg/mL) Concentracién encontrada (//g/niL)
Bumetanida Acido etacrinico Bumetanida Acido etacrinico
261,290 nm 254, 286 nm 261, 290 nm 254, 286 nm

50 50 46 46 47 46

47 47 48 49

50 100 48 47 88 89

48 51 92 89

Tabla 22. Concentraciones de bumetanida y acido

etacrinico obtenidas por aplicacion de HPSAM.

La exactitud obtenida por aplicacion del HPSAM es superior

para una relacién analito/interferente 1:1, con errores relativos
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comprendidos entre el 2 - 8 % tanto para las determinaciéon de
analito como para la de interferente.

Cuando la relacion analito/interferente es 1:2, el HPSAM
proporciona resultados similares a la muestra anterior para la
determinacion de bumetanida (analito), obteniéndose errores
relativos superiores (8 - 11 %), aunque aceptables, en Ila

determinacion del interferente.

Para la aplicacion del método de supresion de picos
cromatograficos, en primer lugar se registro el cociente de los
espectros de absorcion normalizados en el intervalo 200 - 400 nm

de bumetanida y acido etacrinico (Figura 56).

0.8
0.4
250 300 350
Wavelength (nm)
Figura 56. Cociente de los espectros
normalizados de bumetanida y acido

etacrinico.
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De acuerdo con Fell y col. [245], se han elegido como
longitudes de onda de trabajo, aquellas para las que la
diferencia de absorbancias entre ambas especies es méxima y
minima, en este caso 297 y 261 nm respectivamente. Para cada
diurético se ha medido la absorbancia a estas dos longitudes de
onda (para una muestra de concentracién 100 ug/mL), y con estos
valores se han determinado las constantes Kyq,.97 ¥ Kyg7,2¢1¢ Para
suprimir la contribucién del &cido etacrinico el valor de Ky, a7
resulté ser de 1.58, y para suprimir la contribucién de la
bumetanida el valor de K,y fue de 0.099. De esta forma la
ecuacién de calibrado utilizada para la cuantificacién de

bumetanida es

mientras que para determinar la concentracién de &cido etacrinico

(interferente) en las muestras se utiliza la expresién

La concentraciones de analito obtenidas para las dos

muestras estudiadas aparecen en la Tabla 23.
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Concentracién real (ug/mL) Concentracién encontrada (ug/mL)
Bumetanida Acido etacrinico Bumetanida Acido etacrinico
261, 297 nm 261, 297 nm
50 50 61 50
62 46
50 100 63 90
63 93

Tabla 23. Concentraciones de bumetanida y
dcido etacrinico obtenidas por aplicacién
del método de supresién de picos.

En esta tabla se observa que el método de supresién de
picos, proporciona resultados mAs exactos cuando se suprime la
sefial cromatogrédfica de la bumetanida. En este caso, se obtienen
errores relativos similares a 1los obtenidos mediante 1la
aplicacién del HPSAM (Tabla 22). Por el contrario, cuando se
suprime la contribucién del &cido etacrinico, que presenta un
pico cromatogr&fico ancho y asimétrico, las concentraciones de
bumetanida encontradas son generalmente muy superiores a las
reales, con errores relativos superiores al 20 %. Por tanto en
este caso, el HPSAM proporciona resultados mds exactos que el de

supresién de picos cromatograficos.

El método de la segunda derivada no proporcioné resultados
aceptables, ya que el solapamiento de los picos del &cido
etacrinico y de la bumetanida es muy acusado, por lo que como
puede observarse en la Figura 57, no es posible encontrar una
banda relacionada dnicamente con la concentracién de uno de los
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constituyentes de la mezcla.

20H

-10

-30:
-40:

Figura 57. Segunda derivada del cromatograma obtenido
para una mezcla bumetanidal/acido etacrinico. Longitud
de onda, 230 nm; concentraciones, 50:50 pg/mL.

Mezclas amilorida - acetazolamida

El solapamiento entre los picos obtenidos para estos dos
diuréticos es menor que en el ejemplo anterior, y depende de las
concentraciones relativas de ambos componentes, como puede

comprobarse en la Figura 58, que muestra los cromatogramas a 254

nm de las distintas muestras ensayadas.
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Figura 58. Cromatogramas para mezclas acetazolamida/amilorida.
Longitud de onda, 254 nm. Concentraciones, 50:50 (al) 50:100
(@2), 50: 150 (a3), 50:200 (a4), 50:250 (ab), 100:50 (bl), 100:100
(b2), 100:150 (b3), 100:200 (b4), 100:250 (5) /Ag/mL de
acetazolamida y amilorida, respectivamente, 50:50 (el), 50:100
(c2), 50:150 (c3), 50:200 (c4), 50:250 (c5), 100:50 (di), 100:100
d2), 100:150 (d3), 100:200 (d4) vy 100:250 (d5) /jg/mL de
amilorida y acetazolamida, respectivamente.

Los espectros normalizados de estos dos diuréticos aparecen

en la Figura 59.

10000-
8000-
6000-
4000-
2000-

oJ
250 300 350 400

Figura 59. Espectros de absorcidén normalizados de
amilorida (a) y acetazolamida (b).
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Las longitudes de onda seleccionadas para la determinacién
de amilorida y acetazolamida de acuerdo con las bases del HPSAM
fueron 253-277 y 250-298 nm, respectivamente.

El grado de solapamiento de 1los picos cromatogréficos
originados dependé de las concentraciones relativas de los
compuestos de interés, asi como de la naturaleza del diurético
adicionado (analito). Por ejemplo, para una muestra 50:50 ug/mL
de ambos diuréticos, el solapamiento de las sefiales
cromatogrdficas es mayor cuando se adiciona acetazolamida,
mientras que si se adiciona amilorida, se pueden observarse

claramente dos picos (Figura 57).

Las rectas obtenidas por aplicacién del HPSAM para la
muestras ensayadas, a las diferentes 1longitudes de onda

consideradas, aparecen en la Figura 60.
Todas las rectas presentan un valor similar de abcisa,

puesto que en los cuatro casos ensayados la concentracién de

analito fue 50 ug/mL.
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Concentracion afiadida de analito (pg/mlL)

Figura 60. Representaciones del HPSAM a para mezclas

acetazolamida/amilorida. Muestras: acetazolamida en
presencia de 50 y 100 jig/mL de amilorida a 298 (1, 2)
y 250 (7, 8) nm, respectivamente; amilorida en

presencia de 50 y 100 pg/mL de acetazolamida a 253 (3,
4) vy 277 (5, 6) nm, respectivamente.

Las concentraciones de analito obtenidas en las distintas
muestras consideradas aparecen en la Tabla 24. Los valores
encontrados estan prdéximos a los reales en todas las muestras
analizadas, con errores relativos del 4-6 %, incluso, cuando la

concentracién molar de interferente es aproximadamente el doble

que la de analito.
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Concentracién real (“g/mL) Concentracién encontrada (/ig/nil)

Acetazolamida Amilorida Amilorida Acetazolamida
253, 277 nm 250, 298 nm
50 50 48
100 50 47 -
50 50 - 53
50 100 53

Tabla 24. Concentraciones de amilorida vy
acetazolamida obtenidas por aplicacidén de
HPSAM.

Por otra parte, como puede observarse en la figura anterior,
la absorbancia del interferente obtenida a partir de las
representaciones del HPSAM es baja en todos los casos, ya que se
estdn tomando los valores de la absorbancia en el tiempo de
retencidén del analito estando los picos de ambos diuréticos
bastante separados. Por ello, si los picos cromatograficos no
estdn totalmente solapados, es preferible realizar otra adiciédn
estidndar para determinar el contenido de interferente en cada

muestra.

En la Figura 61 se muestra el cociente de los espectros de
absorcién normalizados, en el intervalo 200 - 400 nm, de

amilorida y acetazolamida.
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Figura  6l. Cociente de los espectros

normalizados de amilorida y acetazolamida.

Las longitudes de onda de trabajo elegidas en este caso para
la aplicacién del método de supresidn espectral, son 265 y 360
nm, para las gue la diferencia absorbancias entre ambas especies
es maxima y minima, respectivamente. Los valores de K3/26 vy
K265/360' necesarios para suprimir las seflales cromatograficas de
acetazolamida y amilorida respectivamente, son K3/26 = 166 .5, y
K265/360 = 2.33. De esta forma, la ecuacidén de calibrado utilizada

para la cuantificacién de amilorida es

AAl = 166.5 A - AX

y para la cuantificacién de la acetazolamida
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Las concentraciones de estos diuréticos encontradas a partir
de la rectas de calibrado anteriores, aparecen en la Tabla 25.
En ella se puede observar que las concentraciones de analito
obtenidas son muy similares a las encontradas por aplicacién del
HPSAM (Tabla 24), con errores relativos comprendidos entre el 1

y el 10 % para los distintos casos considerados.

Concentracion real (ug/mL) Concentracién encontrada (ug/mL)
Acetazolamida Amilorida Amilorida Acetazolamida
265, 360 nm 265, 360 nm
50 50 51
100 50 55
50 50 - 55
50 100 - 54

Tabla 25. Concentraciones de amilorida y
acetazolamida obtenidas por aplicacién del
método de supresién de picos.

En la Figura 62 aparece la segunda derivada a 254 nm del
cromatograma obtenido para una mezcla 50:50 ug/mL de amilorida
y acetazolamida. En esta figura est&n sefilaladas las amplitudes
utilizadas para la cuantificacién de amilorida (S;) vy
acetazolamida (S,), seleccionadas de entre las distintas

posibilidades, de forma que la sensibilidad sea maxima.
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Figura 62. Cromatograma (a) y segunda derivada (b) del
cromatograma obtenido para una mezcla amiloridal/
acetazolamida. Longitud de onda, 254 nm; concen-

traciones, 50:50 pg/mL.

Las concentraciones de analito encontradas a partir de las
rectas de calibrado, construidas con estas amplitudes para
patrones de amilorida y acetazolamida de concentraciones

comprendidas entre 50 y 250 pg/mL, aparecen en la Tabla 26.
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Concentracion real Citg/mlL) Concentracion encontrada (/¢g/mL)

Acetazolamida Amilorida Amilorida Acetazolamida
254 nm 254 'Tm
50 50 66
100 50 63 -
50 50 . 54
50 100 52

Tabla 26. Concentraciones de amilorida vy
acetazolamida obtenidas por aplicacidén del
método la segunda derivada.

Como puede observarse, los wvalores obtenidos en la
determinacién de acetazolamida en las dos muestras ensayadas, son
muy similares a los obtenidos por el método de adicidn estandar
del punto H, y por el método de la supresidédn de picos (Tablas 24
y 25). Sin embargo, la aplicacidén del método de la segunda
derivada proporciona resultados algo menos exactos cuando se
determina amilorida. En este caso, las concentraciones
encontradas son superiores a las reales, lo que probablemente sea

debido a la contribucidén de la acetazolamida a la sefial S1.

En este apartado se demuestra la validez del método de
adicidén estandar del punto H para resolver mezclas de compuestos

que originen picos cromatogradficos solapados, usando como sefial
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analitica los valores de absorbancia registrados en tiempo de

retencién del analito.

El métodoc proporciona resultados precisos y exactos, y en
algunas ocasiones més adecuados que los que se obtienen por las
técnicas de supresién de picos cromatogréficos y de la segunda
derivada. Este 1dltimo método no resulta adecuado cuando el
solapamiento de los picos es muy acusado. E1 HPSAM también puede
resultar ventajoso frente al método de supresién de picos en la
determinacién de concentraciones muy bajas, debido a que la
relacién sefial/ruido de los patrones usados es superior a la
obtenida para concentraciones equiparables con el método de
supresién de picos. Sin embargo la cantidad de muestra que se

requiere es superior.

El método es sensible a pequefias variaciones de la
resolucién cromatogréfica, lo que afecta la determinacién de
interferente a partir de los valores de A,, si la posicién de los
picos varia con las diferentes adiciones. La determinacién de

analito siempre estd exenta de error.
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3.4.3.3.5.- Determinacién de mezclas de teofilina y paraxantina

por el método de adicién estandar del punto H

Procedimiento experimental

Muestras sintéticas.

Se han elegido muestras con diferentes relaciones molares
analito/interferente. Las concentraciones de analito afiadidas
para la construccién del las rectas del HPSAM, est&n comprendidas
en el intervalo 0-100 ug/mL, reproduciendo de esta forma las
concentraciones de las muestras reales en el intervalo
terapéutico, una vez preconcentradas en el proceso de extraccién

propuesto (pé&ginas 170, 171).

Analisis de muestras reales.

Se han analizado tres muestras de orina exentas de teofilina
y paraxantina, a las que se han afiladido cantidades conocidas de
ambas xantinas, reproduciendo diferentes relaciones de
concentracién, dentro de los valores en que habitualmente se
encuentran en este tipo de muestras, cuando son administradas en

dosis terapéuticas. La composicién de cada muestra ha sido
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evaluada mediante dos series de experiencias en las que se

considera como analito cada una de las xantinas.

Finalmente, el HPSAM ha sido aplicado al andlisis de dos
muestras reales obtenidas de un individuo que ha ingerido cafeina
y derivados en su alimentacién, una de ellas tres horas después

de haber sido administrada una dosis normal de teofilina (200

mg) .

Tanto en las muestras sintéticas como en las muestras
reales, la concentracién de interferente ha sido calculada por
el método de un dnico patrén a las longitudes de onda

correspondientes.

Estas muestras han sido sometidas al procedimiento de
extraccién en fase s6lida descrito para xantinas (pé&ginas 170,

171), e inyectadas en la columna analitica.

En la elucién de las muestras se ha utilizado una fase mévil
compuesta por acetonitrilo y un tampén fosfato 0.05 M de pH = 3

(en presencia de propilamina 0.016 M), segin el programa de

elucién optimizado en el apartado anterior: min 0 - 12 % de
acetonitrilo, min 3 - 15 % de acetonitrilo, min 8 - 40 % de
acetonitrilo.

Las determinaciones se han realizado a temperatura ambiente,

utilizando como longitud de onda de trabajo 275 nm.
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Resultados y discusién

Los espectros normalizados de estas dos xantinas se muestran
en la Figura 63, pudiendo apreciarse que estdn marcadamente

solapados en todo el intervalo de longitudes de onda considerado.

Ain de una forma més acusada est&n solapados sus picos
cromatogrdficos puesto gque sus tiempos de retencién son
coincidentes (t; = 4.09 min) (pdgina 157) en las condiciones
propuestas en esta Memoria, asi como en la mayoria de métodos que
tratan esta determinacién en la bibliografia, como se ha puesto
de manifiesto en la discusién sobre el tema que aparece en las
péginas 54-56. Por todo ello, la resolucién de esta mezcla se
puede calificar de muy dificultosa, siendo imposible por el
método de la sequnda derivada, dada la coincidencia de tiempos
de retencién, asi como por aplicacién del método de supresién

espectral, dada la semejanza de sus espectros de absorciénm.

Las longitudes de onda para aplicar el HPSAM han sido
elegidas, de entre las distintas posibilidades, de forma que
estén lo méds préximas posibles al m&ximo de absorbancia del
analito, para que la sensibilidad en la cuantificacién de éste

sea méxima.
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Figura 63. Espectros de absorcién norma-
lizados de teofilina y paraxantina.

En la Tabla 27 se muestra la composicién de la distintas
muestras ensayadas, asi como las longitudes de onda seleccionadas

para la aplicacién del HPSAM.

Las representaciones del HPSAM para las muestras 4 y 6 a los
tres pares de longitudes de onda elegidos en cada caso se

muestran en la Figura 64.
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Figura  o64. Representaciones del HPSAM para las
muestras sintéticas 4 (a) y 6 (b). Longitudes de onda:
muestra 4, 242(1)-286(2 ), 254(3)-282(4) vy 258(5)-
278 (6) nm; muestra 6, 242(1)-290(2 ), 254(3)-286(4) vy
258 (5)-282(6 ) nm.

Las concentraciones encontradas para el conjunto de muestras

examinado, se dan en la Tabla 27. Como se deduce de Ia
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observacion de esta tabla, cuando la concentraciéon de teofilina
es calculada considerando a esta especie como analito (muestras
1 - 4), se obtienen valores adecuados a los tres pares de
longitudes de onda. Incluso cuando la concentraciéon molar del
interferente es diez veces superior a la de analito (muestra 2),

la concentracion calculada es aceptable.

Muestra Concentracidén real Concentracién encontrada
(/ya/»L) (¢3g/nl)
Analito Interferente Analito Interferente

Teofilina Paraxantina 2A2-286 nm 25A-282 nm 258-278 mm 2A2-286 mm 25A-282 nm 258-278 nm

1 5 1 5.7 1 0.A 6 t1l A.9 t 0.7 1.6 0.7 1.1 £ 0.7
0.A3 0.6A 0.9 t 0.6
2 5 50 5.1 £+ 0.A 5.3 £ 0.5 7.5 A9 £2 A6 t A A5 t 3
A8.0 i 0.A 50 £t A A3 t 3
3 50 1 53 t A 50 i 2 50.7 i 1.2 - 1 -
- 0.9 -
A 50 50 52 t 1 AA * 7 A6 t 5 A2 52 t 6 AA
Al 56 * 6 A3

Paraxantina Teofilina 2A2-290 nm 25A-286 nm 258-282 mm 2A2-290 nm 25A-286 nm 258-282 mm

5 8 A 1.5 t 0.5 1.8 + 1.3 0.8 3.8 t 0.1 3.9 + 0.1 A.31 0.7
3.8 £ 0.1 Al 0.1 A.0 + 0.5

6 A 8 53 t A 53 + 2 A6 + 6 A3 t A 39 t3 63 + 2
51 £ 5 A3 + 3 59 1 2

Tabla 27. Resultados obtenidos por el HPSAM en la resolucion de
muestras sintéticas de teofilina y paraxantina.

Cuando se determina la concentracién de interferente
(paraxantina) en estas muestras a partir del método del unico
patron y de los valores de AY, los resultados dependen de Ila
relacion de concentraciones teofilina/paraxantina. Asi, para

niveles muy bajos de paraxantina (muestras 1, 3), el HPSAM
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proporciona resultados adecuados cuando la relacién de
concentraciones teofilina/paraxantina es de 5. Sin embargo si
esta relacién es de 50, la determinacién de paraxantina estd muy
afectada por la presencia de teofilina, lo que se debe a la
indeterminacién en la medida de la seflal de paraxantina dado su
valor minimo. Para 1las muestras 2 y 4, en las que la
concentracién de paraxantina es superior, se obtienen

concentraciones de este compuesto préximas a los valores reales.

Cuando la paraxantina se determina como analito, pueden

extraerse conclusiones similares.

La mejor sensibilidad se obtiene para 1los pares de
longitudes de onda 258 - 278 nm si se determina la teofilina como
analito, y 258 - 282 nm si se determina la paraxantina como
analito (Figura 64), por estar mds préximas a sus maximos de

absorcidn.

Los resultados obtenidos para las distintas situaciones
ensayadas en muestras reales, se indican en la Tabla 28. Para
niveles terapéuticos bajos de teofilina y paraxantina (muestras
1y 2), las determinaciones se pueden realizar a las longitudes
de onda 258 - 278 y 258 - 282 nm, donde como ya se ha indicado,
la sensibilidad es mayor. Unicamente, a niveles terapéuticos
elevados de teofilina (muestra 3), la determinacién de esta
xantina como analito, puede efectuarse a los tres pares de

longitudes de onda considerados.
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Muestra Concentracién real Concentracién encontrada
(¢¢g/mL) (/¢g/mL)

Analito Interferente Analito Interferente

Teofilina Paraxantina 2A2-286 nm 25A-282 nni 258-278 nm 2A2-286 mm 25A-282 nm 258-278 nm
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Paraxantina Teofi lina 2A2-290 nm 25A-286 nm 258-282 nm 2A2-290 nm 25A-286 nm 258-282 nm

Tabla 28. Resultados obtenidos por el HPSAM en la resolucidn de
mezclas teofilina/paraxantina en muestras reales.

Por otra parte, las rectas obtenidas en muestras reales
tienen una pendiente similar a las obtenidas para muestras
sintéticas en metanol, si se tiene en cuenta el factor de
recuperacidén de analito, lo que indica que ningun constituyente

de la matriz interfiere la determinacidn.

De estos datos se deriva que el HPSAM es un método potente,
que resuelve con éxito la determinacidén de teofilina vy

paraxantina para diferentes relaciones de concentracidén, siendo
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el par de A optimas 258 - 278 nm, si el analito es la teofilina,
y 258 - 282 nm si lo es la paraxantina, pudiendo determinar en
ambos caso la otra especie a partir del método de calibrado del
Unico patrén y el valor de AH, requiriendo por lo tanto tan solo

un unico grafico de calibrado.

Fn la Figura 65 se muestran los cromatogramas de dos
muestras correspondientes a un individuo que ha ingerido cafeina
y derivados. La muestra 2 ha sido obtenida 3 horas después de

haber sido ingerida una dosis normal de teofilina.

uestra 1

200-

muestra 2

0J
Figura 65. Cromatogramas obtenidos para muestras
reales: en presencia de derivados de la cafeina

(muestra 1) ya las 3 horas de haber ingerido una
dosis de teofilina (muestra 2). Longitud de onda, 275
nm. Picos: ver Tabla 15.
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Los concentraciones medias de paraxantina y teofilina,
obtenidas para estas muestras por aplicacién del HPSAM a las
longitudes de onda que proporcionan una sensibilidad mé&xima,
aparecen en la Tabla 29. En esta tabla se pueden ver también los
contenidos de cafeina vy teqbrqmina para estas muestras,
calculados en las condiciones descritas en 1los apartados

anteriores (pé&ginas 177, 178).

Muestra Concentracién (ug/mlL)
Teobromina Paraxantina Teofilina Cafeina
1 4.3 £ 0.2 13.2 £ 0.2 3+x1 1.50 £ 0.07
(n = 10) (n = 3) (n =2) (n =4)
2 8.9 £ 0.5 7.9 £ 0.7 5.8 0.2 1.40 % 0.07
(n = 12) (n =4) (n = 4) (n = 12)

Tabla 29. Concentraciones encontradas de las principales
xantinas en muestras reales.

El HPSAM permite determinar satisfactoriamente paraxantina
y teofilina, determinacién muy problemdtica como se ha puesto de

manifiesto con anterioridad.

El método proporciona la concentracién de analito libre de

error segin las bases del método, puesto que transforma el error
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incorregible debido a la presencia de un interferente directo,
en un error corregible de tipo constante. En el caso de una
mezcla binaria como ésta, proporciona informacién a cerca de la
concentracién de interferente, gozando ademés de las ventajas del
método de adicién est&ndar, que corrige el error sistemético
proporcional cuando éste esté presente; por todo ello puede ser
calificado de un método exacto. A su vez en este caso, las
pendientes de las rectas obtenidas por el HPSAM a las longitudes
Ay ¥y A, del método, ayudan a confirmar el resultado analitico
puesto que son iguales a las pendientes de las curvas de
calibrado con patrones de analito en metanol multiplicadas por

el factor de recuperacién.

Por otra parte, el procedimiento global puesto a punto en
esta parte de la Memoria, posibilita la determinacién de todas
las xantinas en una muestra de orina, o de una en presencia de
las demé&s, si tan s6lo se requiere su determinacién, y en ambos

casos eliminando la interferencia de la acetazolamida.
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3.4.3.4.~ Conclusiones

En este apartado se ha establecido un procedimiento para la
determinacién de las principales xantinas (cafeina, teobromina,

teofilina y paraxantina) en muestras de orina.

El tratamiento de muestra propuesto estd basado en la
utilizacién de columnas de extraccién en fase sélida Cc18, vy
permite una eliminacién selectiva de los componentes de la matriz
que pudieran ser eluidos, en el proceso cromatogrdfico junto con
estas xantinas. La preparacién de la muestra se simplifica de
esta forma, consiguiéndose en todos los casos eficiencias
superiores al 70 %, al tiempo que se mejora la precisién obtenida
en esta etapa, al requerirse una menor manipulacién de las
muestras. Esto es de gran interés en el caso de la cafeina, cuya
separacién de muestras biol6égicas mediante procesos de extraccién
liquido-liquido convencionales, resulta generalménte poco

reproducible.

Para el andlisis cromatogrdfico de las muestras (utilizando
una columna Hypersil ODS-C18, 5 um, 250 mm 4 x 4 mm), se proponen

las siguientes condiciones:
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Fase mévil:

Composicién: Acetonitrilo/Tampén fosfato
0.05 M de pH = 3

Programa de elucién: min 0 - 13 % acetonitrilo
min 3 - 15 % acetonitrilo
min 8 - 40 % acetonitrilo

Modificador orgénico: propilamina 0.016 M

Flujo: 1 mL/min

Volumen de i i d a: 5 uL

Deteccién: 275 nm

Con este sistema cromatogrdfico se consigue la separacién
completa de teobromina y cafeina del resto de los componentes de
la matriz, en un tiempo total de andlisis inferior a los 6 min.
La cuantificacién de estas dos xantinas puede efectuarse, bien
a partir de curvas de calibrado obtenidas en las propias muestras
de orina, o bien directamente a partir de disoluciones patrén de
éstas en metanol. La sensibilidad y precisién éonseguida,
permiten la determinacién de ambos compuestos, incluso cuando son

administrados en dosis terapéuticas bajas.

En las condiciones cromatogrdficas propuestas, la teofilina
y la paraxantina presentan el mismo tiempo de retencién, aspecto
gue caracteriza el andlisis de estas dos xantinas mediante
cromatografia liquida en fase inversa. Para la cuantificacién de

estas especies se ha buscado una solucién alternativa que no
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requiere la modificacién de las condiciones de elucién.

Para ello, se ha adaptado el método de adicién esténdar del
punto H, desarrollado inicialmente para andlisis espectroscépico
en estdtico, a los datos obtenidos en cromatografia. Una vez
establecidas las condiciones 6pﬁimaé para la aplicacién del
método de adicién esténdar del punto H, se han comparado los
resultados obtenidos, con los gque proporcionan dos de las
técnicas més utilizadas en el andlisis cromatogrdfico de mezclas
binarias no resueltas, la supresién espectral de picos y el
método de la segunda derivada. El método de adicién estdndar del
punto H proporciona resultados similares a los obtenidos mediante
estas técnicas, resultando ventajoso cuando el solapamiento de
las seflales cromatogrdficas es muy acusado, o para bajas

concentraciones.

Aunque la teofilina y la paraxantina presentan tiempos de
retencién précticamente idénticos, el método de adicién esté&ndar
del punto H proporciona resultados adecuados para la
determinacién simulténea de ambas especies en muestras de orina,
a pesar de la similitud de sus espectros y aun cuando la

concentracién de una de ellas sea muy superior a la de la otra.

El procedimiento global puesto a punto, puede ser aplicado
a la determinacién conjunta de cafeina, teobromina, teofilina y
paraxantina, cuando ello sea requerido, eliminando 1la

interferencia de la acetazolamida.
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3.4.4.- Conclusiones

En esta parte de la Memoria, se han establecido las
condiciones para la determinacién de acetazolamida, asi como de
las principales xantinas (cafeina, teobromina, teofilina vy
paraxantina) en orina, compuestos que tienden a coeluir con los

eluyentes tipicos utilizados en cromatografia de fase inversa.

Las condiciones que proporcionan una resolucién 6ptima entre
la acetazolamida y las xantinas (en una columna Hypersil ODS-C18,
5 yum, 250 mm x 4 mm) en el menor tiempo posible y con la mayor

sensibilidad, son las que se resumen a continuacién:

ase

oo

Composicién: Acetonitrilo/Tampén fosfato
0.05 M de pH = 3

Programa de elucién: min 0 - 13 % acetonitrilo
min 3 - 15 % acetonitrilo
min 8 - 40 % acetonitrilo

Modificador orgénico: propilamina 0.016 M

Flujo: 1 mL/min

Volume i ccién de mue ¢ 5 uL

Deteccidén: 275 nm
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El procedimiento propuesto no requiere modificaciones
especiales de 1las condiciones usuales utilizadas ‘en los
laboratorios de andlisis clinicos (como el empleo.de reactivos
formadores de pares iénicos o la elucién de la muestras en fase

normal).

Para la determinacién de acetazolamida, se propone un
acondicionamiento previo de las muestras basado en una extraccién
liquido-liquido con acetato de etilo. La adecuada separacién de
los posibles constituyentes de la matriz que pudieran ser eluidos
a los mismos tiempos de retencién que la acetazolamida
(especialmente de las xantinas), hace innecesario efectuar
sucesivas extracciones para conseguir una selectividad adecuada,
lo que supone una simplificacién con respecto a la mayor parte
de los métodos previamente descritos para el andlisis de este
diurético. El procedimiento propuesto, permite la determinacién
de acetazolamida en muestras de orina con una sensibilidad y

precisién adecuadas hasta varios dias después de su ingestién.

Para la determinacién de xantinas se propone la utilizacién
de columnas de extraccién en fase s6lida de tipo Cl18, que
permiten separar estos compuestos de la matriz biolégica de una
forma efectiva y reproducible. Ese Gltimo aspecto resulta de gran
interés en el caso de la cafeina, ya que la extraccién de este
compuesto con disolventes orgdnicos es generalmente poco
reproducible. Ademds, 1la determinacién de cafeina puede

efectuarse con una sensibilidad y precisién adecuada en unos
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pocos minutos, con un flujo de fase mévil de 1 mL/min, lo Qque
representa un notable ahorro de tiempo respecto a la mayor parte
de los procedimientos descritos para la determinacién de esta

xantina.

En la cuantificacién de teofilina y paraxantina, compuestos
cuya separacién con este modo operativo no puede llevarse a cabo
o implica tiempos de retencién muy altos, el método de adicién
estédndar del punto H (puesto a punto para el tratamiento de datos

cromatogrdficos), proporciona resultados satisfactorios.
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Los estudios llevados a cabo a lo largo de la presente
Memoria han permitido la puesta a punto de un procedimiento
global para el andlisis de screening de diuréticos en muestras
de orina con deteccién UV, védlido para un conjunto de doce
diuréticos, ademds de la probenecida, representativos de las

distintas variedades farmacolégicas.

Este procedimiento estd basado en la utilizacién de una fase
mévil compuesta por acetonitrilo y tampén fosfato 0.05 M de pH
= 3 (conteniendo propilamina 0.016 M) en gradiente, con un
contenido inicial de acetonitrilo del 15 %, aumentédndose este
porcentaje hasta el 80 % en el min 8, y manteniéndose constante
a partir de ese momento hasta el final del andlisis. Con esta
fase mé6vil, se consigue (para una columna Hypersil C18-0DS, 0.5
pm, 250 x 4 mm) la elucién de la mezcla ensayada en un tiempo
inferior a 10 min con la resolucién adecuada (excepto entre el
&cido etacrinico y la bumetanida). Ello supone un ahorro de
tiempo considerable con respecto a los métodos de screening de
diuréticos descritos con anterioridad, al tiempo que mejora la

sensibilidad del anélisis.

Para algunos compuestos de cardcter &cido, la sensibilidad
puede mejorarse sustituyendo el tampén fosfato de pH = 3, por uno
acetato de pH = 4, manteniendo el resto de los parémetros
experimentales constantes, lo que resulta de gran interés en el
caso del 4&cido etacrinico que, por sus caracteristicas

farmacocinéticas, no puede ser detectado por otros procedimientos
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de screening cuando es ingerido en dosis terapéuticas. Con esta
fase mévil, el &cido etacrinico y la bumetanida son completamente

resueltos, aunque la amilorida y la acetazolamida coeluyen.

Ademéds, se ha propuesto un nuevo tratamiento de muestras que
utiliza columnas de extraccién en fase sélida, y que permite la
separacién del conjunto de compuestos estudiado, con unas
recuperaciones mAs elevadas que con una extraccién liquido-
liquido, y simplificando el proceso experimental, lo que acorta
significativamente el tiempo de tratamiento de las muestra ademés

de permitir una mejora en la sensibilidad y selectividad.

En conjunto, los 1limites de deteccién se han rebajado
considerablemente (entre 25 y 150 veces) respecto a los valores

que proporcionan otros procedimientos.

Igualmente se han establecido las condiciones experimentales
tanto de tratamiento de muestra como de elucién cromatogréfica,
que proporcionan mayor sensibilidad y selectividad en 1los
procesos de cuantificacién de cada uno de los compuestos

estudiados.

Como caso particular, se ha abordado la cuantificacién de
acetazolamida, cuya determinacién esté generalmente afectada por
la presencia de la cafeina y sus principales metabolitos,
compuestos todos ellos de polaridad muy similar, y de presencia

generalizada en muestras biolégicas. En este sentido, se han
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buscado las variables <cromatogrdficas que permiten la
determinacién de acetazolamida libre de la interferencia de la
principales xantinas, con la mayor simplicidad operativa y en el

menor tiempo posible.

Esto ée ha conseguido (péra ﬁna célumna Hypersil C18-0DS,
5 um, 250 x 4 mm) utilizando una fase mévil acetonitrilo/tampén
fosfato de pH = 3 (0.05 M), conteniendo propilamina 0.016 M, con
un gradiente en el que partiendo de un contenido inicial de
acetonitrilo del 13 %, éste se incrementan hasta un 15 % en el
min 3, y un 40 % en el min 8. Con estas condiciones se consigue
la separacién completa de la acetazolamida respecto de 1las

xantinas en unos pocos minutos.

Todo ello ha permitido poner a punto un procedimiento para
el anédlisis de acetazolamida en muestras de orina previa
extraccién de este diurético en acetato de etilo. La longitud de
onda utilizada es de 275 nm. Este procedimiento supone una mejora
de la sensibilidad con respecto a otros ensayos publicados con

anterioridad.

Asimismo, se ha propuesto un procedimiento global para la
determinacién, individualizada o conjunta, de las principales
xantinas libre de la interferencia de la acetazolamida. En el
acondicionamiento previo de 1las muestras se han utilizado
columnas de extraccién en fase sé6lida de tipo Cl18, tratamiento

qgue supone una mejora de la reproducibilidad en la extraccién de
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cafeina y por lo tanto elimina una de las etapas criticas en las

determinaciones cuantitativas de esta xantina.

La cuantificacién de cafeina y teobromina puede realizarse
directamente y en tiempos de elucién inferiores a 6 min con
adecuada precisién y sensibilidad (utilizando como longitud de

onda de trabajo 275 nm).

La determinacién de teofilina y paraxantina, muy
problemdtica mediante los procedimientos cromatogréficos
convencionales, ha podido ser resuelta satisfactoriamente,
mediante la aplicacién del método de adicién esténdar del punto
H. Este método inicialmente desarrollado para espectroscopia
convencional, ha sido adaptado a la cromatografia 1liquida,
resultando una alternativa v&lida, y en ocasiones ventajosa,
frente a otras técnicas mateméticas utilizadas en la resolucién
de picos solapados, como la supresién espectral de picos, o el

método de la segunda derivada.
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