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RESUMEN

El &cido (S)-6-metoxi-a-metil-2-naftalenacético también conocido como
Naproxeno (Npx), es un farmaco que pertenece al grupo de los antiinflamatorios
no esteroideos (AINES), posee caracteristicas antiinflamatorias, antipiréticas y
analgésicas que le permiten ser utilizado en padecimientos como dolor muscular,
dolor de cabeza y dolor postoperatorio, entre otros. La naturaleza comun y
frecuente de los padecimientos donde se emplea junto con la adquisicion sin
prescripcion médica han provocado un abuso en su consumo generando un
problema de salud publica y ambiental. Una de las principales fuentes de
descarga de Npx al medio ambiente es a través de la orina humana,
aproximadamente un 70% de la dosis ingerida es desechada mediante la orina
hacia el entorno categorizandolo como un contaminante emergente, causando
dafios toxicolégicos a especies acuaticas y modificaciones genéticas a
microorganismos como la Escherichia coli (Isidori et al., 2005). Es importante
desarrollar metodologias que permitan separar, preconcentrar y analizar este
compuesto donde la complejidad de la matriz y las concentraciones del analito

no sean un obstaculo.

Dentro de las metodologias propuestas para el andlisis de Npx se encuentra la
extraccibn en fase solida magnética (MSPE), que consiste en modificar
compuestos con propiedades magnéticas y producir sélidos adsorbentes que
requieren Unicamente la aplicacion de un campo magnético externo para la
separacion de la fase sdlida de la matriz analitica. Es una técnica rapida, elimina
pasos intermedios como la centrifugacién o filtracion, permite promover la
selectividad del proceso de extraccidon a través de la incorporaciéon de diversos

compuestos a la superficie de los sélidos magnéticos.

Por lo anterior, en el presente trabajo se propone el analisis de Npx en muestras
de orina mediante un sélido magnético modificado con poli(4-vinilpiridina) (P4-

VP), la metodologia para el analisis se basa en la combinacion de MSPE-HPLC-

\"



FLD. Los resultados obtenidos permiten concluir que el método desarrollado para
la determinacién de Npx es robusto, simple y rapido, emplea bajos volimenes
de muestra y disolventes, ademas de es una técnica prometedora para el analisis

de Npx en muestras complejas.

vi
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|. ANTECEDENTES

.1. Generalidades de antiinflamatorios no esteroideos

En la década de 1830 se llevé a cabo la separacion del salicilato de su fuente
natural, posterior a este acontecimiento el quimico aleman Felix Hoffman en 1897
descubre una de las sustancias mas trascendentes, el &cido acetilsalicilico
(aspirina). La sintesis de este farmaco establece las bases para el desarrollo de una
amplia familia de compuestos denominados antiinflamatorios no esteroideos
(AINES), los cuales han adquirido gran importancia dentro de la industria

farmacéutica (Bindu et al., 2020).

El mecanismo de accién de estos farmacos consiste principalmente en la inhibicion
de la enzima ciclooxigenasa (COX), encargada de la conversion del &cido
araquidonico en prostaciclinas, prostaglandinas E2 y tromboxanos. La COX se
encuentra en dos isoformas; ciclooxigenasa-1 (COX-1) y ciclooxigenasa-2 (COX-2)
(Dvorakova y Landa, 2017). La COX-1 es una enzima presente en la mayor parte
de los tejidos, responsable de la produccion de prostaglandinas involucradas en la
citoproteccion gastrica, agregacion plaquetaria y autorregulacion de flujo sanguineo,
también es posible encontrarla en células amnidticas y fetales. Por otra parte, la
produccion de la COX-2 es inducida por células inflamatorias cuando son lesionadas

o0 infectadas (Pountos et al., 2011).

Los AINEs constituyen un grupo amplio de compuestos quimicamente
heterogéneos con propiedades analgésicas, antipiréticas, antiinflamatorias y
preventivas frente a infartos al miocardio (Bacsi et al., 2016), son indicados en
padecimientos como artritis reumatoide, osteoartritis, pericarditis, fiebre,
dismenorrea, en general se venden sin prescripcion médica en grandes cantidades

para dolor de cabeza y musculoesquelético (Gunter et al., 2017).

Los AINEs son uno de los grupos de farmacos mas utilizados a nivel mundial con

un consumo superior a los 30 millones de personas diariamente, no obstante, la
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venta sin prescripcion médica, habitos de automedicacion y el aumento de la
poblacién provocan el incremento en su consumo afio tras afio (Bielsa-Fernandez

et al., 2020) generando un problema ambiental y de salud publica.

Estudios realizados en la ultima década muestran que los AINEs mas vendidos en
la zona de Mineral de la Reforma-Pachuca, Hidalgo son acido acetil salicilico,
diclofenaco, ibuprofeno, paracetamol y en primer lugar de ventas sin prescripcion
médica se encuentra el naproxeno (Npx) (Rodriguez-Anaya et al., 2015) con una
estimacion cercana a los 30 kilogramos totales del farmaco por afio. Mientras que
en paises como Alemania o Finlandia predomina el consumo de ibuprofeno, en
México el Npx encabeza la lista al ser mayor la cantidad consumida por persona

anualmente en comparacion con otros medicamentos (Siemens et al., 2008).

[.2. Clasificacion de AINEs

A partir del descubrimiento de la aspirina la industria farmacéutica ha desarrollado
una amplia cantidad de compuestos quimicos con propiedades caracteristicas de
los AINEs. Este grupo de farmacos puede clasificarse de diferentes maneras, las
categorias que se emplean de manera recurrente son principalmente en funcién a
su estructura quimica y a la capacidad de inhibicion de la enzima ciclooxigenasa en

sus dos isoformas.

[.2.1. De acuerdo con su estructura quimica

La estructura general de un AINES tipico se compone de dos partes, una formada
por el acido carboxilico unido a la segunda integrada por un grupo aromatico como
se muestra en la Figura 1. Modificaciones en cualquiera de los dos grupos quimicos

mencionados han permitido desarrollar una amplia variedad de farmacos.
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CHs
HO H
o o CHs
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CH, CH,
(a) Aspirina (b) Ibuprofeno
OH
Cl o]
o]
H3C/ \
" CH;
Cl OH N

Cl

(c) Diclofenaco (c) Indometacina

Figura 1. Estructura quimica de algunos de los AINEs mas utilizados (Mehanna, 2003).

Esta familia de compuestos también se utiliza en padecimientos con dolores de
intensidad leve o moderada como dolores odontoldgicos o dismenorrea. La Tabla 1
muestra una clasificacion con base en la estructura quimica y ejemplos de los

farmacos mas comunes que se encuentran dentro de cada categoria (Setién, J. M.
P., 2007).
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Tabla 1. Clasificacion de AINEs con base en su estructura quimica.

Grupo quimico
Salicilato
Derivados del acido acético

Derivados del 4cido arilpropiénico

Pirazolonas

Derivados del &cido N-arilantranilico
Derivado de sulfonanilida
Derivado de naftilalcanona

Derivados oxicam

Derivados de paraaminofenoles

Farmacos

Aspirina, Diflunisal, Fosfosal
Diclofenaco, Ketorolaco,
Aceclofenaco, Tolmetin,
Indometazina

Naproxeno, Ibuprofeno,
Ketoprofeno, Flurbiprofeno
Metamizol magnésico,
Propifenazona, Feprazona,
Oxipizona.

Acido meclofenaminico, Acido
mefenaminico

Nimesulida

Nabumetona

Lomoxicam, Meloxicam,
Piroxicam, Tenoxicam

Paracetamol

Uno de los objetivos importantes de esta clasificacion es poder identificar los
compuestos que se comportan de manera similar (misma categoria) en caso de ser
necesario el cambio del farmaco prescrito por la presencia de hepatotoxicidad o

algunos otros efectos secundarios (Meunier y Larrey, 2018).

[.2.2. De acuerdo con su capacidad de inhibicion

Dado que el mecanismo de accién de los AINEs es mediante la inhibicién de la
enzima COX en cualquiera de sus formas posibles, se pueden clasificar en

selectivos y no selectivos o también llamados clasicos.
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Los AINEs no selectivos son responsables de inhibir ambas enzimas, COX-1 y
COX-2, mientras que los selectivos se encargan de bloquear unicamente la COX-2
(Joice et al., 2018). En la Tabla 2 se muestra una recopilacion de farmacos

representativos de ambos grupos.

Tabla 2. Clasificacion de AINEs con base en la selectividad de inhibicién de COX (Beca et
al., 2007)

Selectividad Farmacos

Relativamente selectivo para COX-1 Aspirina, Indometacina,
Sulindaco, Piroxicam,
Tolmetin

Equipotentes para ambas enzimas Naproxeno, Flurbiprofeno,

Diclofenaco, Nabumetona
Altamente selectivo para COX-2 Nimesulida, Celecoxib,

Etoricoxib.

La sintesis de compuestos selectivos permite  la inhibicion de la COX-2
disminuyendo la respuesta inflamatoria del organismo sin alterar la produccién de
la COX-1 quien se encarga de la proteccién gastrointestinal, con esto lo que se
busca es disminuir los efectos secundarios sobre la salud de los pacientes. A pesar
de que se han logrado sintetizar AINEs selectivos, debido a su costo y disponibilidad
se prefiere los AINEs clasicos para aliviar padecimientos con dolor e inflamacién
(Divins, 2014).

Su campo de aplicaciébn ha convertido a los AINEs en uno de los grupos de
medicamentos mas empleados a nivel mundial con una participacion entre el 5%y
10% de los medicamentos prescritos por aiio (Wongrakpanich et al., 2018) sumado
al consumo por venta libre. Entre los farmacos no selectivos mas consumidos se

encuentra el Npx, ibuprofeno y diclofenaco (Al-Khateeb et al., 2017).
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1.3.  Naproxeno (Npx)

El acido (S)-6-metoxi-a-metil-2-naftalenacético también conocido como Npx es un
farmaco que pertenece al grupo de los antiinflamatorios no esteroideos. Su
estructura quimica le permite actuar como antiinflamatorio, analgésico y antipirético,
por esta razon se utiliza para tratar numerosos padecimientos; entre estos podemos
mencionar: artritis reumatoide, osteoartritis, lesiobn traumatica aguda y en el
tratamiento para profilaxis. Ademas, se emplea en cuadros clinicos menos
complejos como el dolor agudo (migrafa), cefalea tensional, dolor posparto, dolor

posoperatorio y una variedad de procedimientos ginecoldgicos.

Molecularmente, el Npx (Figura 2) es un AINEs derivado del acido propidnico que
presenta valores de log P de 3.18 y pKa 4.2. Dentro de su estructura cuenta con
grupos cromoforos y un grupo naftaleno que le permite ser detectado mediante

espectroscopia UV-Vis y espectrofluorometria.

Al ser parte de los AINEs cuenta con la farmacodindmica caracteristica del grupo;
su funcién principal es inhibir la produccién de ciclooxigenasa bloqueando la
conversion del &cido araquidonico a prostaglandinas proinflamatorias presentes en
diversos fluidos y tejidos biolégicos, entre ellos la mucosa gastrica, el liquido
sinovial, la orina y la sangre. Al ser un antiinflamatorio no esteroideo no selectivo es
capaz de inhibir la enzima ciclooxigenasa en sus dos isoformas mostrando una

mayor selectividad frente a la COX-1 (Jahnavi et al., 2019).
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Figura 2. Estructura quimica de Npx.

Dentro de las ventajas del Npx se encuentra su facilidad y rapidez de absorcion
junto con una larga duracion de accién, cuenta con una vida media promedio de 17
horas para Npx y su principal metabolito; 6-O-desmetil-naproxeno (Anttila et al.,
1980), tiene la capacidad de unirse fuertemente a las proteinas plasmaticas y posee

buena difusién en el liquido sinovial (Wojcieszynska y Guzik, 2020).

El farmaco se encuentra en dos presentaciones: en su forma acida (compuesto
neutro) y como sal de sodio. Del mismo modo, existen dos formas de administrar
este medicamento, oral y rectal, la Unica diferencia entre estas dos formas es la
velocidad de absorcion; el Npx sodico se disuelve primero en el jugo gastrico en
comparacion con la especie 4cida; la cual a valores de pH altamente acidos como
son los del jugo gastrico (Karadas et al., 2020), se mantiene en su forma neutra y

poco soluble.

A pesar de su estabilidad y eficacia en una gran variedad de tratamientos, se han
evaluado los posibles efectos adversos al suministrar Npx como tratamiento; entre
ellos se reportan: infarto del miocardio, accidente cerebrovascular, insuficiencia
cardiaca, insuficiencia renal, hipertension arterial, inhibicion plaguetaria, sangrado,

ulceracién y perforacién (Batlouni, 2010).
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Otra problematica asociada a este farmaco es su baja solubilidad en agua (25 mg
L), bajo esta caracteristica quedan sujetas su biodisponibilidad y bioequivalencia
(Rocha-Alcaraz et al., 2019). En los ultimos afios se ha registrado la acumulacion
del compuesto en el medio ambiente, se sabe que una de las principales fuentes de
descarga de Npx al medio ambiente es mediante los desechos humanos, valores
superiores al 90% de la dosis ingerida se excretan a través de la orina y generan un
aumento de la cantidad del farmaco depositado en el entorno (Falany et al., 2005).
Los sistemas de tratamiento de aguas no son capaces de eliminar en su totalidad
este tipo de sustancias ya que se enfocan principalmente en la eliminacion de
sélidos y microorganismos patégenos (Pefia-Alvarez y Castillo-Alanis, 2015). Se
reportaron cantidades significativas de Npx en agua tratada y agua potable (17-131
ng L1), estudios han revelado que el consumo constante del compuesto ain en
concentraciones traza puede provocar riesgos a la salud importantes (Ghauch et
al., 2015).

Estudios recientes en muestras de aguas residuales demuestran que la presencia
de Npx es mayor en comparacion a otros farmacos como ibuprofeno o tricloséan.
Ademas, se confirmd que la concentracion del farmaco en aguas residuales urbanas
€S mayor que en aguas de abastecimiento municipal, es decir, la principal fuente de
emision de Npx hacia las aguas residuales es el consumo humano (Pefia-Alvarez y
Castillo-Alanis, 2015; Manzo et al., 2014).

[.4. Analisis de antiinflamatorios no esteroideos en muestras
biol6gicas

Para determinar, identificar y cuantificar un farmaco la metodologia debe permitir
diferenciar el farmaco de otros componentes presentes en la matriz analitica, el
procedimiento consiste en la recoleccion y almacenamiento de la muestra, la

preparacion de ésta, separacion e identificacion y, por ultimo, la cuantificacion.

La eleccion del método dependera de la naturaleza de la muestra y las

caracteristicas del compuesto, sin embargo, una de las consideraciones mas
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importantes en funcion a las cantidades reportadas del compuesto debe ser la

deteccidn de niveles bajos de concentracion del farmaco (Sultan et al., 2005).

1.4.1. Tratamiento de muestra

La eleccion de la técnica para el tratamiento de la muestra se basa generalmente
en las siguientes caracteristicas: la composicion de la muestra, naturaleza del
analito, el objetivo del andlisis y la técnica analitica utilizada (Persona et al., 2015).
La determinacion de AINEs comprende varias etapas: la preconcentracién del
farmaco, separacion y cuantificacion, que generalmente involucra un método

cromatografico (Aguilar-Arteaga et al., 2010).

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) es la técnica analitica méas
popular para determinar esta familia de compuestos en muestras ambientales y
biolégicas gracias a su alta reproducibilidad, buena resolucion y facil
automatizacion. A pesar de las ventajas que proporcionan los métodos
cromatograficos han tenido que ser complementados con estrategias de
preconcentracion debido a que los AINEs tanto en el medio ambiente, alimentos y
muestras bioldgicas se encuentran a nivel trazas lo que dificulta su determinacion y
cuantificacion. Por lo tanto, un buen pretratamiento de la muestra nos permite retirar
el analito de la matriz compleja y enriquecerlo previo a su andlisis instrumental (Fan
et al., 2014).

La extraccion liquido-liquido (LLE) y la extraccion en fase solida (SPE) son las
estrategias preferidas para la separacién de farmacos presentes en matrices
bioldgicas, con la finalidad de disminuir la cantidad de solventes organicos utilizados

la SPE ha cobrado un interés y desarrollo superior a la LLE.

La SPE es una técnica simple y rapida que requiere cantidades bajas de solventes
organicos, utilizada para la limpieza y preconcentracion de muestras ambientales y
bioldgicas. Esta metodologia consiste en disolver los analitos en una matriz liquida
y hacerlos pasar a través de una fase extractante en estado solido; posterior a la
extraccion los compuestos retenidos se eluyen empleando disolventes con mayor
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afinidad al analito en comparacion a la matriz original (Meucci et al., 2014). Entre
las fases solidas utilizadas destacan los cartuchos de octadecilsilano (Cis) y HLB
(N-vinilpirrolidona y divinilbenceno), lo cual comprobd un buen comportamiento de
la fase extractante con metanol como solvente de activacion y elucion para la

preconcentracion de AINEs (Milanetti et al., 2019).

Con el objetivo de compensar algunas limitaciones de la SPE, se ha propuesto el
uso de técnicas derivadas como la microextraccion en fase sélida (SPME). Esta
variante de la SPE emplea un minimo volumen de solventes orgénicos y permite ser
acoplada a técnicas instrumentales sensibles para obtener una disminucion en los
limites de deteccion. Esta técnica ha dado la pauta para el empleo de diversos
materiales porosos, ejemplo de ello, las fibras de acetato de celulosa que mediante
la inmersion directa a la muestra permiten una separacién sencilla, sensible y
amigable con el medio ambiente, sin embargo, la estabilidad de la fase extractante

es una desventaja sobre la que se continda trabajando (Agda et al., 2018).

A pesar de las grandes ventajas que ofrecen las técnicas anteriores no son lo
suficientemente efectivas cuando de niveles de concentracion traza se trata, por ello
es necesario desarrollar nuevas metodologias con mayor selectividad vy
sensibilidad. Lo anterior permite el desarrollo de la extraccion en fase sélida
dispersiva (DSPE), la cual se caracteriza por el empleo de materiales adsorbentes
en escala nanomeétrica aumentando considerablemente el &rea de contacto entre la

superficie adsorbente y el analito (Ghorbani et al., 2019).

No obstante, pese a todas las mejoras que se realizaron a los procesos de
extraccion, la complejidad de matrices como sangre u orina requieren incrementar

la selectividad y sensibilidad del método.

La opcién mas recurrida en los ultimos afios para favorecer el proceso de extraccion
es la modificacion de la superficie extractante incorporando una fase magnética
dando lugar a la extraccion en fase solida magnética, MSPE por sus siglas en inglés
(Andrade-Eiroa et al., 2016); esto facilita la separacion empleando un campo

magnético externo, evitando etapas intermedias como la filtracién o centrifugacion.
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1.4.1.1. Caracteristicas de la MSPE

La MSPE es un método rapido, simple y reproducible que se basa en la adicion de
particulas magnéticas modificadas a la soluciébn o suspensién que contiene el
analito; el compuesto queda adsorbido en la fase magnética que es separada de la
solucion mediante la aplicacion de un campo magnético externo. Posteriormente el
analito es eluido del adsorbente y recuperado para su analisis (Safarikova y Safarik,
1999).

Dentro de las ventajas de la MSPE se encuentran la miniaturizacion del sistema, la
preconcentracion del analito incrementando la sensibilidad del método, bajos
consumos de solvente organico, la capacidad de trabajar con grandes volimenes
de muestra sin exponerla a contaminacion o largos tiempos de analisis, no es
necesario acondicionar o empaquetar las particulas magnéticas, mayor superficie
de contacto al propiciar una dispersion completa del adsorbente en la muestra,
ademas de la facilidad para recuperar la fase extractante Unicamente con un iman
(Bagheri et al.; 2019).

Las particulas magnéticas también conocidas como particulas nucleo-coraza se
componen de un ndcleo magnético principalmente magnetita (FesOa), cubierto por
una capa de compuestos que confieren una mayor selectividad en el proceso de
extraccién y proteccion al nacleo magnético; entre los recubrimientos evaluados

estan los de base carbén, base silice y polimeros (Aguilar-Arteaga et al., 2010).

La sintesis de particulas magnéticas cubiertas con silice se puede llevar a cabo de
dos formas: a) por deposicion de silice a partir de una solucion de acido silicico, b)
por el método sol-gel; que consiste en producir silice a partir de hidrélisis y
condensacion del alcoxi-silano, este ultimo ha sido preferido al permitir tener control
sobre el tamafo de particula (Montemayor et al., 2004). Este tipo de particulas se
han empleado en la determinacion de diversos contaminantes emergente como es
el caso de AINEs en muestras de agua tratada obteniendo porcentajes de

recuperacion superiores al 80% (Moliner-Martinez et al., 2011).
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Al recubrir las particulas magnéticas empleando un compuesto derivado de carbon
como el 6xido de grafeno se obtienen compuestos con una adecuada area
superficial y estructura de poros bien definida. Para sintetizar estos compuestos es
necesario dispersar una cantidad de 6xido de grafeno en agua, posteriormente se
incorpora a la mezcla los compuestos que permiten la sintesis de la magnetita
(Fe(NH4)2:(S04)26H20, FeCls y NHs3) bajo condiciones de temperatura y pH
adecuadas. Su alta capacidad de absorcidn y su eficiencia de extraccion permiten
que estas particulas proporcionen limites de deteccién en el intervalo de 70-300 ng
L1 para farmacos como el Npx, ibuprofeno y diclofenaco en muestras de orina
humana (Asgharinezhad y Ebrahimzadeh, 2016).

Las propiedades magnéticas de las particulas empleadas en MSPE pueden
decrecer en funcién de diversos factores como el tamafio de particula o pH de
trabajo (Sun et al., 1998). De todas las modificaciones que se le pueden realizar a
las particulas magnéticas se prefiere el uso de polimeros organicos ya que han
demostrado un aumento en la proteccion del ndcleo magnético y reusabilidad del
adsorbente, ademas de permitir la incorporacién de una amplia variedad de grupos

funcionales en su superficie (Rafighi et al., 2018).

La cubierta polimérica generalmente consta de tres componentes: 1) el monémero
base, encargado de la proteccion al nacleo, 2) el monémero funcional, responsable
de incrementar la selectividad en el proceso de extraccion y 3) mondmero
entrecruzante con la funcion de mejorar las propiedades mecanicas del polimero.
Entre los mondmeros funcionales estudiados para la extraccién de moléculas como
la de Npx se encuentran aquellos que contienen un &tomo de nitrégeno con un par
de electrones libres; ejemplo de ello son la amidoamina (Madrakian et al., 2013),
pirrol (Bagheri et al., 2018) y anilina (Rafighi et al., 2018).

El presente trabajo propone la sintesis de un soélido magnético modificado con

poli(4-vinilpiridina) (P4VP) el cual puede interactuar de dos formas con el analito:

una interaccion acido-base con el Npx gracias al caracter basico del monémero

13
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(Kempe y Mosbach,1994) e interacciones de tipo -1 entre los anillos del grupo

naftaleno de Npx y el anillo aroméatico de P4VP (Li et al., 2020).

1.4.2. Métodos de analisis de Npx

Una vez que se ha conseguido extraer el farmaco de la matriz analitica el siguiente
paso es identificarlo y cuantificarlo, para ello se emplean diversas técnicas de
analisis instrumental. En la siguiente seccion se realiza una breve descripcion de

algunos métodos propuestos para el analisis de farmacos en muestras biolégicas.

1.4.2.1. Espectroscopia UV-Vis

Uno de los primeros métodos que se utilizaron en la determinacién y cuantificacion
de Npx fue la espectrofotometria de absorcion molecular. Es una técnica rapida y
sencilla que permite obtener los espectros de analisis en un-tiempo inferior a un

minuto (Valcarcel y Cardenas, 2000).

Posterior a la separacion del analito de su matriz original el procedimiento a seguir
es realizar un barrido de 200 a 400 nm en las condiciones de andlisis seleccionadas
para determinar la longitud de onda maxima para el analito y obtener la mejor
cuantificacion. Esta técnica se ha evaluado en diversas matrices biolégicas, por
ejemplo, en la determinacion de Npx y sus metabolitos en orina humana. Esta
metodologia requiere una compleja extraccién que involucra solventes organicos
como el cloroformo y etanol. EIl maximo de absorcién fue determinado en 232 nm

con un limite de detecciéon de 3 mg L1(Abdel-Moety et al., 1988).

EL andlisis de Npx en suero sanguineo, requiere de una extraccion liquido-liquido
con hexano-alcohol isoamilico para poder analizarlo mediante espectrofotometria
UV-Vis. A pesar de que se detectan cantidades inferiores a 10 mg L, el método no
logra eliminar la interferencia de otros farmacos presentes en la muestra
(Holzbecher et al., 1979).
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A pesar de ser una técnica sencilla y econémica, el limite de deteccion (LOD) que
se puede obtener por espectrofotometria de UV-Vis no es lo suficientemente
adecuado para determinar de manera confiable el analito, generalmente en el orden
de trazas. Otra gran desventaja es la baja capacidad de eliminar el efecto matriz, es
decir, otros compuestos semejantes en estructura quimica pueden absorber la
energia en la misma region que el Npx afectando la cuantificacién (Eddaif et al.,
2019; Etminan et al., 2019).

1.4.2.2. Electroquimica

De acuerdo con su estructura quimica, el Npx es un material electro-activo que
puede ser facilmente oxidado para analizarse mediante métodos electroquimicos.
Uno de los electrodos mas recurridos para la determinacion de Npx en muestras
biolégicas es el electrodo de pasta de carbono; gracias a las caracteristicas de su
superficie pueden obtenerse limites de deteccion con unintervalo de 3.7-19 uM para

AINEs en muestras biol6gicas (Guzman-Hernandez et al., 2016).

Para incrementar la sensibilidad de este electrodo se han realizado modificaciones
en su superficie, por ejemplo, la incorporacién de particulas de oro y polianilina.
Para su determinacion mediante voltamperometria ciclica y diferencial de pulsos la
muestra requiere centrifugacién y dilucion con el electrolito soporte. Se sabe que el
protén acido de la molécula no interfiere con el proceso de oxidacién. La mejor
respuesta se obtiene a un pH de trabajo de 7.0 alcanzandose un LOD de 0.016 nM
(Afzali et al., 2019).

Otra modificacion que se le ha realizado al electrodo de pasta de carbono es la
incorporacion de oOxido de niquel a la superficie para su analisis mediante
voltamperometria ciclica, cronoamperometria y voltamperometria de onda
cuadrada. La muestra requiere un tratamiento semejante al que se menciona en el
parrafo anterior. El pH de trabajo que se establece es neutro y se obtiene un LOD
de 0.12 uM (Beitollahi y Yoonesfar, 2016).
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A pesar de que este tipo de técnicas ofrecen limites de deteccién bajos, la
naturaleza del método requiere exponer el analito al medio ambiente, esto afecta a
moléculas que se pueden degradar en presencia de luz o temperatura, como el Npx,
otra desventaja de este método es la pasivacion del electrodo debida a la posibilidad
de que el analito se adhiera a la superficie del electrodo.

1.4.2.3. Electroforesis capilar

Otra metodologia de separacion y andlisis para AINEs en muestras biologicas es la
electroforesis capilar (CE). Por las caracteristicas del equipo y la complejidad de la
matriz analitica se requiere que la muestra sea sometida a un proceso de

separacion del analito de la muestra.

Entre las estrategias que se han estudiado para la separacion del analito acopladas
con CE se encuentra la microextraccion por gota suspendida y las membranas
liguidas soportadas fabricadas por diferentes polimeros, entre ellos polipropileno y
poliamida, materiales que permiten trabajar con diversos electrolitos de trabajo
(tetraborato de sodio anhidro 40mM, acetato de amonio 30Mm y acetato de sodio
30mM) para establecer valores de pH de trabajo superiores a 4.2 y que el Npx tenga
presente al grupo carboxilato. El voltaje de trabajo se encuentra entre 15y 25 KV
obteniendo LOD de 0.02 a 1.0 mg L' empleando detectores UV-Vis (Garcia-
Vazquez et al., 2016; Panti¢kova y Kuban, 2017; Roman-Hidalgo et al., 2020).

1.4.2.4. Cromatografia

Uno de los métodos instrumentales mas empleado en el andlisis de farmacos es la
cromatografia, la cual permite separar, identificar y cuantificar el analito en una sola

etapa.

El analisis de Npx se puede llevar a cabo mediante cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC) y cromatografia de gases (GC); sin embargo, se sabe que el

Npx presenta dos regiones de descomposicion térmica, una en el intervalo de 150-
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170 °C y otra entre 210-280°C. Para evitar la degradacion del analito se prefiere

desarrollar el analisis mediante HPLC (Zayed et al., 2017).

En la dltima década se ha desarrollado una extensa cantidad de andlisis de Npx
mediante HPLC y variaciones de la técnica como ultra cromatografia de liquidos de
alta solucién (UHPLC). Se utiliza la cromatografia en fase inversa empleando
principalmente columnas Cis acondicionadas con temperaturas en un intervalo de
20-40°C. Debido a la baja solubilidad del analito en agua la fase mévil se compone
de una mezcla metanol-agua, siendo el solvente organico el componente en mayor
proporcion (superior al 60%). Estos instrumentos se acoplan a detectores UV-Vis o
fluorescencia (FLD) para la deteccion del analito y obtener un LOD comprendido
entre 0.001-0.3 ug Lt (Martinez-Sena et al., 2016; Hajmohammadi y Hemmati,
2017; Asadi et al., 2016).

Para utilizar cualquiera de las técnicas antes mencionadas es necesario un
adecuado tratamiento de la muestra y a pesar de que representa una etapa mas
dentro del proceso analitico nos permite no solo limpieza de la muestra si no la
preconcentracion de los analitos. Debido a la importancia del analisis Npx en

diferentes matrices analiticas, el presente trabajo propone los siguientes objetivos.
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II.OBJETIVOS

II.1. Objetivo general

Disefiar una metodologia de andlisis de naproxeno en orina mediante la
combinacion de MSPE-HPLC-FLD basada en el uso de particulas de magnetita

modificadas con poli(4-vinilpiridina).

Il.2. Objetivos especificos

1.-Sintetizar particulas de magnetita modificadas con poli(4-vinilpiridina) vy
caracterizarlas utilizando técnicas instrumentales que permitan determinar la

composicién quimica.

2.-Disefiar y optimizar una metodologia analitica basada en la combinacion de

MSPE-HPLC con detector de fluorescencia util en la cuantificacién de naproxeno.

3.-Validar la metodologia desarrollada en muestras de orina conforme al protocolo

establecido en normativas internacionales.
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lIl. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

lll.1. Reactivos, soluciones y equipos

El agua utilizada en todos los experimentos es desionizada procedente de un

sistema Milli-Q con una resistividad superior a 18.0 MQ-cm.

Para obtener la magnetita se emplearon FeSO47H20, H2SO4 grado reactivo, agua
desionizada y una solucion de NaOH 6M para ajustar el pH durante la sintesis. La

oxidacion parcial se realizé haciendo burbujear una corriente de aire.

La cubierta polimérica se sintetiz6 a partir de las siguientes sustancias grado
reactivo: dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA), polisorbato 80 (tween 80), acrilato

de metilo (MA), 4-vinilpiridina (4-VP) y persulfato de amonio (APS).

Se prepar6 una solucion estandar de Npx de 1000 mg L disolviendo el farmaco en
su forma neutra con metanol, ambos componentes son grado reactivo. Esta solucién

madre se almacenod en un frasco ambar a 4 °C hasta un mes.

Para las pruebas de retencion se utilizaron soluciones de acido clorhidrico (HCI)
para ajustar el valor de pH entre 1.0 y 3.0. La fuerza iénica se ajust6 adicionando
cloruro de sodio (NaCl) y se emple6 metanol como eluyente.

La caracterizacion de los sélidos sintetizados se realiz6 mediante difraccion de
rayos X utilizando un difractémetro INEL Equinox 2000 con una radiacién CoKa,
A=1.7890100 A. Los patrones fueron recuperados con angulo inicial (28°) 20; angulo
final (26°) 70 con incrementos de 0.02° (26°).

Las mediciones de pH se realizaron con un potencidometro marca Oakton pH510-
series. Se utilizo un espectrometro marca Perkin ElImer, modelo GX para el analisis
de espectroscopia infrarrojo en un rango de 4000-400 cm; las muestras fueron

preparadas y analizadas en pastillas de KBr.

El andlisis de Npx mediante HPLC se llevd a cabo en un equipo Agilent

Technologies 1260 Infinity, equipado con una columna Agilent Zorbax ODS
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Analytical 4.6 x 250 mm, 5-um. Las sefiales analiticas se obtuvieron empleando un
detector de fluorescencia a longitudes de onda de excitacion y emisién de 271 nm
y 356 nm, respectivamente. La fase movil empleada consté de 70% metanol y 30%
solucién acuosa de acido acético al 1% (v:v) a un flujo de 0.8 mL mint. El volumen
de inyeccion fue de 20 pL. Para disminuir el error asociado al tratamiento de la
muestra y el volumen de inyeccion se utilizé acido 1-naftalenacético como estandar

interno (E.l.). El equipo se controlé mediante el software Agilent OpenLAB.

l1l.2. Sintesis de sélidos magnéticos

Se sintetizaron tres solidos magnéticos (A, B y C) en dos etapas usando las
proporciones que se muestran en la Tabla 3. La primera etapa consistio en la
obtencion de un ndcleo de magnetita mediante el método de precipitacion y
oxidacion parcial (Ibarra et al., 2014). La sintesis se desarrollé de la siguiente
manera: se disolvieron 3.6 g de FeSO4+7H20 en 100 mL de agua desionizada; la
temperatura de la mezcla se elevo a 60°C y se agité constantemente. El pH de la
solucion se ajusto a 10.0 £ 0.2 adicionando NaOH 6M, incorporando una corriente
de aire constante. Transcurridos 40 minutos aproximadamente, la solucién se

observo de color negro, aspecto caracteristico de la formacion de FesOa.

El sélido obtenido se separd de la fase liquida colocando un campo magnético
externo en la parte exterior del matraz, y se lavé 5 veces con 25.0 mL de agua
desionizada. La fase magnética obtenida se disperso6 en 100.0 mL de una solucién

de Tween 80 al 0.5% (w/v) y se colocé en agitacién durante 10 minutos a 75 °C.

La segunda etapa consistio en la sintesis de la fase extractante utilizando el método
de polimerizacion en emulsion adicionando los mondmeros a la suspensiéon de

magnetita/emulsificante en el siguiente orden: MA, EGDMA y 4-VP.

Una vez adicionados los mondmeros se agregaron 5.0 mL (gota a gota) de una

solucion de persulfato de amonio al 1.4%, dejando la mezcla en agitacién constante
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durante una hora. Concluida la sintesis se separ6 el sélido magnéticamente, se lavd
con agua desionizada hasta su neutralizacion y se sec6 a 60°C durante 12 horas.
Los sélidos secos se trituraron en un mortero de Agata y se almacenaron en un

frasco ambar hasta su uso.

Tabla 3. Relacién molar de los sélidos magnéticos sintetizados.

Solido  Magnetita 4-VP MA EGDMA
(mmol) (mmol) (mmol) (mmol)

A 3.0 0.3 0.3 5.0

B 6.0 0.3 0.3 5.0

C 12.0 0.3 0.3 5.0

I11.3. Caracterizacion de sélidos magnéticos
1.3.1. Calculo del numero de sitios activos

La cantidad de sitios activos de 4-VP en los sélidos magnéticos sintetizados se
determind mediante una valoracion &cido-base de acuerdo con la siguiente
metodologia: se mezclaron 50.0 mg de sdlido magnético con 10.0 mL de una
solucion de NaOH 0.01M con agitacidbn magnética constante. Se registré el pH inicial
de la mezcla y las variaciones por adiciones de 0.5 mL de la solucién valorante (HCI
0.01 M) hasta completar la valoracion. El registro potenciométrico presentd dos
puntos de equivalencia, el primero corresponde a la valoracion de NaOH en exceso
y segundo al grupo piridina disponible en la superficie de los sélidos para la

extraccion.

El nimero de sitios activos (mmolxcrKg?) se calculé a partir de la diferencia entre
los volumenes de gasto (mL) de los dos puntos de equivalencia utilizando la

siguiente expresion:

(v2 — v1) (Mycr) Ec.1

Mgslido

mmolHClIKg™! =
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Donde: Myci representa la molaridad de &cido clorhidrico; v1 y v2 son los volumenes
(mL) donde ser observan los puntos de equivalencia; mssido €S la masa de soélido

(Kg) empleada en el analisis.

11.3.2. Pruebas de retencién de Npx

La capacidad de adsorcion de cada uno de los solidos se evalué mediante las
isotermas de adsorcion a valores de pH de 2.0, 4.0 y 6.0 (ajustando con HCI 0.01 M
y NaOH 0.01 M). Para el analisis de retencion se colocaron 10 mg de los sélidos en
tubos de polipropileno y se adicionaron 2.0 mL de una solucidon acuosa de Npx
(20.0-100.0 mg L™1), la mezcla se agit6é durante 30 minutos. A continuacion, se aislé
el solido magnéticamente colocando un iman de neodimio en la parte externa del
tubo, se reservo la fase liquida para ser analizada mediante espectroscopia de UV-
Vis a una longitud de onda de 232 nm. La cuantificacion de Npx no retenido se
realiz6 mediante interpolacion en la linea de calibrado construida con soluciones
estandar del farmaco (0.25-3.5 mg L) preparadas en solucién acuosa ajustada al

pH de trabajo.

11.4. Analisis de muestras

Se analizaron 4 muestras de 10 mL de orina de personas sanas, las cuales se

almacenaron a -20°C hasta su andlisis.

La metodologia propuesta (Figura 3) involucra las siguientes etapas: a) 10.0 mg de
sélido magnético C se activaron con 1.0 mL de metanol seguido de un lavado con
1.0 mL de agua desionizada; b) 1.0 mL de muestra de orina se diluyé a 10.0 mL con
una solucién compuesta por HCI 1x10°3 M, NaCl 1.0 M y el E.I. en un concentracion
50 pug L%, y se afadié al sélido magnético activado; c) la mezcla se agitd

mecanicamente durante 30 minutos; d) se separaron las fases utilizando un iman
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de neodimio reservando la fase sélida; e) la fase soélida se lavo con 1.0 mL de agua
desionizada con la finalidad de eliminar cualquier compuesto que no sea de interés
para la prueba y pudiera haber quedado retenido en la fase extractante,
posteriormente se afiadié 3.0 mL de metanol y se agitdé por 1 minuto para eluir el
analito; f) finalmente se separaron las fases magnéticamente y la fase liquida se
evaporo, reconstituyendo el residuo con 0.5 mL de metanol, el cual se reservo para

su analisis mediante HPLC-FLD.

Analisis
HPLC

Figura 3. Representacion esquematica para el aislamiento de Npx en muestras de orina
mediante MSPE.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Caracterizacion de sélidos magnéticos

IvV.1.1. Caracterizacion quimica

Para determinar la composicion quimica de los sélidos magnéticos se requieren
técnicas instrumentales que proporcionen informacion relacionada con los
elementos o0 compuestos presentes en el sélido; para el presente trabajo se

utilizaron las siguientes:

a) la difraccion de rayos X (DRx) permite identificar las fases cristalinas
presentes en los solidos a partir de los datos cristalograficos que definen a
un material. En funcion a la sintesis realizada es posible encontrar 6xidos de
hierro como la maghemita (y-Fe203), goetita (a-FeOOH) y magnetita (FesOa).
Al realizar el andlisis de los sélidos A, B y C se observé un perfil semejante
para todas las muestras. La Figura 4 muestra el patron de difraccion de rayos
X para el solido magnético C. En esta figura se observa un pico ancho
alrededor de un angulo de 15°, la sefial se identifico como “0” y se le relaciona
con la presencia de material amorfo. Las senales marcadas como “’ (2 6:
30.1°, 35.5°, 37.0°, 43.1°, 57.0° y 62.6°) corresponden a las lineas de

difraccion caracteristicas de Fes3Oa (Liu y Kim, 2009).
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Figura 4. Patron de difraccion de rayos X para el sélido magnético C.

Con base a los resultados obtenidos se sabe que el sélido cuenta con dos
estructuras independientes; se atribuye la parte amorfa a la cubierta polimérica y la

fase cristalina al nacleo magnético.

b) mediante espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) se
confirmaron los compuestos presentes a partir de la energia de vibracion
caracteristica de sus enlaces. Los tres soOlidos se comportaron de manera
similar durante este analisis, la Figura 5 muestra el espectro de infrarrojo para
el sélido C; se observa una banda de vibraciéon en 571 cm* caracteristica del

enlace Fe-O, las sefales entre 3250-3750 cm™ corresponden al estiramiento
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del enlace O-H (Bagheri et al., 2017), en 2960 cm™ se observa la vibracién
de los grupos -CH2-, -CHs, alrededor de 1730 cm™ se ubica la banda
correspondiente al grupo carbonilo y en 1654 cm se observa la vibracion de

estiramiento del enlace -C=N- caracteristico del anillo de piridina (Sahiner e

llgin, 2010).
100
80 -
K %
(&)
E 60 -
T
= U Fe-O
=
20 -
-C=0
o .
O-H
0

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
NUmero de onda (cm™)

Figura 5. Espectro de FTIR para el sélido C.

La banda caracteristica para Fe-O confirma la existencia de magnetita, la sefial que
corresponde al grupo carbonilo se atribuye a la presencia de este grupo en los
monomeros EGDMA y MA y finalmente la banda que corresponde a la presencia

del mondmero funcional (4-VP) caracteristica de la vibracion de -C=N-.
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IV.1.2. Estudios de retencidén

En el presente trabajo se evalud la capacidad adsorbente de cada uno de los sélidos
magneéticos sintetizados mediante pruebas de retencion de Npx estableciendo
distintos valores de pH de trabajo (2.0, 4.0 y 6.0), sin embargo, no se observo
retencion significativa del farmaco a valores de pH superiores a 4.0. La disminucién
de la adsorcion de Npx en funcion al pH se puede atribuir a una repulsion de cargas
negativas entre el anion de Npx y las cargas negativas OH™ que comienzan a
adherirse a la superficie de la magnetita conforme se incrementa el valor de pH de
la solucién. Por otra parte, se ha reportado que a valores de pH superiores a 3.0 se
incrementa la agregacion de particulas magnéticas causando una disminucién en la
dispersién de las particulas (Rutnakornpituk et al., 2011).

La isoterma de adsorcion es la herramienta comunmente utilizada para cuantificar
la capacidad de adsorcion de un sélido; mediante su aplicacion es posible cuantificar

la cantidad de analito adherido a la superficie del adsorbente.

La isoterma se construye graficando la concentracion de Npx al equilibrio en
soluciéon (mmol L1) contra la concentracion del farmaco adherido en la fase sélida
(mmol Kg?), los resultados para los sélidos A, B y C se muestran en la Figura 6 a

un pH de trabajo de 2.0.

Analizando los resultados obtenidos para los tres sdélidos se observa que el solido

C retiene una mayor cantidad de Npx en comparacion a los otros dos compuestos.
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Figura 6. Isoterma de adsorcién de Npx sobre sélidos magnéticos modificados con 4-VP
(A,ByC).

El valor de la constante de afinidad de cada solido se estimé a partir de las isotermas
de adsorcion y la aplicacion del grafico de Scatchard que se ajusta a la siguiente

ecuacion:

[Npx-S] = Qmax [Npx-S] Ec. 2

[Npx] ~ Ky Kq

Donde [Npx-S] (mmol Kg?) corresponde al Npx adsorbido en el sélido (S), [Npx]
(mmol L) es la concentracion del farmaco en solucién al equilibrio. Los datos se
ajustan a una linea recta de acuerdo con la ecuacion 2., donde Qmax es la cantidad
méaxima de Npx que puede ser adsorbida y K4 es la constante de disociacion

calculada a partir de la pendiente de la recta (-1/Kd) para el siguiente equilibrio:
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Npx-S S Npx + S Ec. 3

Los valores de Kd se pueden observar en la Tabla 4; en todos los casos el valor
estimado se encuentra en el intervalo de 1X107 y 1X10* M, los cuales son
adecuados para procesos de retencion y elucién (lbarra et al., 2011). De los tres

soélidos el que presenta una mayor afinidad hacia Npx es el sdlido C.

El comportamiento de los sélidos magnéticos es similar a los valores de Kq en la
estimacion de sitios activos de P4VP (se expresan como mmoluct Kg?), cuyo
andlisis se llevd a cabo mediante una valoracion acido-base (Figura 7). En la Tabla
4 se puede observar que a medida que se incrementa la cantidad de grupos activos

aumenta la capacidad de adsorcion de los solidos.

pH

Volumen (mL)

Figura 7. Curva de valoracion del sélido magnético con HCI como valorante.

La informacion recopilada se atribuye a las cargas presentes en el sistema: a
valores de pH bajos la superficie de la magnetita (lllés y Tombacz, 2006) y de la

P4VP (Rutnakornpituk et al., 2011) estan cargadas positivamente; en consecuencia,
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la fuerza de repulsiébn de cargas promueve la dispersion de las particulas y la

exposicion de los sitios de piridina para interactuar con el Npx.

En resumen, la cantidad de magnetita incorporada en el solido C es mayor, lo que
produce un incremento en el niumero de sitios activos de P4VP y en la afinidad

sélido-analito.

Tabla 4. Parametros calculados para la caracterizacion de los sélidos magnéticos

. Sitios activos Qmax
Sélido Kd (X10° M)
(mmoluc Kg™) (mmol Kg™)
24.520.1 700+ 3 79.81£1.0
B 20.4£0.1 5002 78.81£5.7
3.5+0.1 1200+ 4 82.5t1.4

Los resultados muestran una moderada capacidad de adsorcion que puede deberse
a la baja relacion molar de P4VP presente en los solidos. Considerando que la P4VP
es soluble en agua, un incremento en la concentracion del monémero funcional
produciria una disminucion tanto de la proteccion del nicleo magnético como de la

capacidad de adsorcion.

IV.2. Optimizacién de la metodologia para el sistema de MSPE

En funcion a los resultados del apartado anterior se determiné que el sélido C es el
que se utilizara en los siguientes experimentos; posterior a esta eleccion se procede

a la optimizacion del sistema de extraccion.

El proceso de retencion-elucion de Npx puede ser afectado por diversas variables.
Con la finalidad de optimizar las condiciones involucradas en el sistema se realizo
un disefio de experimentos Taguchi, el cual es un diseiio experimental robusto que
permite evaluar las variables de control que tienen influencia significativa sobre el

sistema (Rodriguez et al., 2010).
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Una de las ventajas mas importantes de esta técnica es que proporciona
informacion util desarrollando un minimo nimero de experimentos, se utilizan
matrices de arreglo ortogonal donde las columnas (factores) y las filas
(experimentos) son ordenadas de tal forma que sea posible visualizar la
combinacion de factores en sus distintos niveles para cada experimento (Roy,
2001).

La optimizacion del sistema requiere cinco etapas béasicas:

1. La identificacion de la variable de salida que se desea optimizar.
La identificacion y seleccion de los factores que afectan al sistema.

3. La seleccion de la matriz ortogonal adecuada y de los niveles adecuados
para los factores seleccionados.

4. El andlisis de los resultados y la determinacién de las condiciones 6ptimas.
Realizacion del experimento en las condiciones éptimas seleccionadas para

confirmar los resultados.

En el presente trabajo la variable de respuesta seleccionada para optimizar fue la

siguiente: Area Npx/Area E.I., obtenidas a partir del andlisis cromatografico.

Las variables de control involucradas se seleccionaron en funcién a referencias
previas, determinandose las siguientes: la composicién del sélido magnético, [NaCl]
afiadida (M), volumen metanol (mL) empleado en la elucion y el valor de pH de la

muestra (Aresta et al., 2005).

De acuerdo con el disefio experimental de Taguchi el arreglo ortogonal que permite
el analisis de cuatro factores requiere evaluar las variables en tres niveles, dando

como resultado una matriz ortogonal Lo(34).

Los ensayos se realizaron empleando una muestra de orina dopada con 50.0

ug L't de Npx y E.I. La matriz de disefio y los resultados obtenidos se muestran en

34



RESULTADOS Y DISCUSION

la Tabla 5. La concentracion final se determind mediante HPLC-FLD interpolando
en una curva de calibracién con soluciones estandar de Npx (5.0-60.0 ug L) y una

concentracion de 50 ug L de E.I.

Tabla 5. Matriz ortogonal obtenida durante la optimizacion del sistema MSPE vy la
respuesta para cada experimento.

Experimento S NaCl (M) VM (mL) pH [Area Npx]/[Area

E.l]
1 A 0.5 1 1 0.97
2 A 1.0 2 2 0.56
3 A 15 3 3 1.58
4 B 0.5 2 3 0.98
5 B 1.0 3 1 0.82
6 B 15 1 2 4.90
7 C 0.5 3 2 0.94
8 C 1 1 3 2.15
9 C 1.5 2 1 0.60

S-so6lido, VM-volumen de metanol

La Figura 8 muestra el efecto de los factores sobre la variable de salida, siendo el
pH la variable que mas contribuye al sistema (41.11%), seguida del volumen de
metanol con 23.3%, la concentracion de cloruro de sodio adicionada con 19.64% y
finalmente la variable que menos contribuye es la composicién del sélido con
15.99%.
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Figura 8. Efecto de los factores de control sobre el proceso de extracciéon de Npx

El disefio experimental confirma los resultados obtenidos en los experimentos de
adsorcion; el solido magnético mas adecuado para el proceso de MSPE es el C.
Adicionalmente, en el sélido seleccionado la concentracién de magnetita es mayor

lo que favorece la recuperacion del mismo mediante la separacion magnética.

La adicion de una mayor cantidad de NaCl incrementa la fuerza ionica; reduciendo
la solubilidad de los compuestos hidrofobos favoreciendo el paso del analito hacia
la fase extractante (Sarafraz-Yazdi et al., 2012). La adicién de sales al sistema
también se conoce como “efecto salino” y en el presente trabajo se evaluo
adicionando diferentes concentraciones de NacCl al sistema (0.5, 1.0y 1.5 M). Los
resultados muestran que al incrementar la concentracion de NaCl se promueve la
retencion de Npx. Sin embargo, cuando la [NaCl] es 1.5 M, existe una competencia
de adsorcién entre los iones cloruro y el analito, lo que produce un efecto negativo
en la retencion del farmaco (Ayazi y Matin, 2016). Las sefiales mas altas se

obtuvieron cuando se adiciono NaCl 1.0 M, por ello se establece como valor optimo.
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El valor de pH es una variable importante en procesos de extraccion de sustancias
con propiedades acido-base. La extraccion de Npx se favorece cuando el farmaco
se encuentra en su forma neutra, para ello es necesario ajustar el pH de la muestra
debajo del valor del pKa del analito. El valor éptimo de pH se establecié en 3.0; bajo
estas condiciones la P4VP se encuentra con carga positiva lo que disminuye las
posibles interacciones acido-base con el analito, sin embargo, la presencia de
multiples unidades aromaticas unidas al adsorbente favorece la interaccion con
moléculas planas que poseen anillos aromaticos (Nagai et al., 2018). Los resultados

demuestran que la presencia del anillo naftaleno en la estructura de Npx incrementa
la afinidad hacia el s6lido mediante interacciones de tipo 7T — 7T. Por otra parte, el

valor de pH de trabajo disminuye la degradacion del nldcleo magnético en
comparaciéon a los otros dos valores estudiados (pH=1.0 y 2.0) al ser menos
agresivo, esto favorece la reusabilidad del sélido (Sun et al., 1998).

Para elegir el disolvente de elucion se consideré su polaridad (debe ser menos polar
gue la matriz analitica) y su capacidad de disolver al analito. Diversas metodologias
han demostrado que el metanol es un buen eluyente debido a la solubilidad del
farmaco, su polaridad inferior respecto a matrices acuosas y ademas por ser un
componente de la fase movil en el analisis cromatografico (Mafra et al.,2018). Fue

seleccionado un volumen de 3.0 mL de eluyente para los ensayos de separacion.

IV.3. Parametros analiticos

Bajo las condiciones 6ptimas, solido C, concentracion de NaCl 1.0 M, pH=3.0y 3.0
mL de metanol como eluyente, se construyé la curva de calibrado utilizando
soluciones estandar de orina dopadas con 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0 y 60
ug L't de Npx. La linea de calibrado muestra una dependencia lineal entre la sefial
medida y la concentracién del farmaco presente de la solucién estandar. La Tabla

6 muestra los parametros de regresion lineal de la curva de calibrado.
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Tabla 6. Pardmetros de regresion de la linea de calibrado, sefial A Npx/A E.I. vs

[NpX)/[E.I]
Parametro Valor
Raiz cuadrada de la varianza residual, sc 0.08
Ordenada en el origen, boxts(bo) 0.02+0.06
Pendiente, bitts(b1) 14.87+0.75
Intervalo lineal (ug L™) 0.05-60.0
Limite de deteccién (ug L?) 0.02
Limite de cuantificacion (ug L™?) 0.05
Coeficiente de determinacion R? 0.99

El limite de deteccidn y el limite de cuantificacién se calcularon de acuerdo con los
criterios de la FDA, como 3.3*sc/b1 y 10*sc/ba, donde sc es la raiz cuadrada de la

varianza residual de la curva estandar, y b1 es la sensibilidad analitica.

Para validar el limite de cuantificacion, una muestra de orina dopada con 0.05
ug Lt de Npx se analizé por triplicado y se obtuvo una recuperacion promedio del
104.1% con una precision del 6.9% expresada como desviacion estandar relativa
(%RSD, n = 3).

En la Figura 9 se muestran los cromatogramas obtenidos a partir del analisis de tres
muestras de orina: una libre de Npx denominada “blanco” (Figura 9a) y dos
muestras dopadas con 0.05 y 35 pg L' del farmaco (Figura 9b y 9c
respectivamente). En la imagen se puede observar que la metodologia MSPE-
HPLC-FLD propuesta en el presente trabajo permite la extraccion y andlisis de Npx
en matrices biolégicas complejas y su cuantificacion a niveles de concentracion por

debajo de los pg L.
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Tiempo (min)

Figura 9. Cromatograma obtenido del analisis de muestras de orina bajo condiciones
optimas. (a) muestra blanco, (b) Npx 0.05 pg L, (c) Npx 35 pg L2, Estandar interno (E.I.
50.0 g LY.

La precision se evalu6 en términos de repetitividad y reproducibilidad (3 dias), la
concentracion de Npx fue determinada por interpolacion en la curva de calibracion
antes mencionada. Los resultados de precision se muestran en la Tabla 7 como %
RSD y en todos los casos los valores fueron inferiores al 5.0%. La exactitud del
método propuesto fue investigada mediante la recuperacion de Npx en muestras de

orina enriquecidas expresada como:

[Npx]calculada 100 Ec. 4

% de Recuperacion =
% p [Npx]agregada

Se pueden apreciar factores de recuperacion aceptables en todos los ensayos.
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Tabla 7. Concentracion de Npx determinada en muestras de orina dopadas mediante la
metodologia propuesta.

[Npx] [Npx] Repetitividad Reproducibilidad %
adicionada calculada  (%RSD, n=3) (%RSD, n=3) Recuperacién
(Mg L) (Mg L)
5.0 4.9 2.2 3.7 98.0
30.0 30.2 1.6 19 100.7
50.0 49.7 15 2.1 99.4

IV.4. Analisis de muestras

La metodologia basada en la combinacion de MSPE con HPLC-FLD se emple6 para
analizar 4 muestras de orina (2 hombres, 2 mujeres) dopadas con 15y 35 ug L de
Npx; los resultados se muestran en la Tabla 8. Las muestras fueron analizadas por
triplicado antes y después de ser dopadas. Los valores de desviacion estandar
relativa (%RSD, n=3) en todos los casos son menores al 5.0%. La exactitud del
método se evalud a partir del % de recuperacion promedio, 98.6+1.6%. Los valores
estimados de precision y exactitud son adecuados, lo que significa que la
metodologia propuesta es adecuada para el analisis de Npx en orina (Shamsayei et
al., 2018).
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Tabla 8. Concentracion de Npx determinada en muestras de orina utilizando el método

propuesto.
Muestra [Npx]adicionada [Npx]encontrada [l\:gg]r'it(?;al % 5
(ug L) (ug L, %RSD, n=3) (ug LY Recuperacion

H1 0 8.2(1.9)
15.0 22.1(1.7) 23.2 95.3
35.0 42.7(1.3) 43.2 98.8

H2 0 7.8(2.0)
15.0 23.1(2.0) 22.8 101.3
35.0 42.0(0.7) 42.8 98.1

M1 0 6.0(2.5)
15.0 20.3(2.3) 21.0 96.7
35.0 40.7(2.7) 41.0 99.3

M2 0 1.3(4.6)
15.0 16.4(1.9) 16.3 100.6
35.0 35.7(1.3) 36.3 98.3

M-mujer, H-hombre

La Tabla 9 muestra una comparaciéon entre los resultados obtenidos por el
método propuesto y otros reportados para la determinacion de Npx en orina
humana. El método propuesto en este trabajo presenta limites de deteccion
competitivos con la ventaja adicional de disminuir el tiempo de analisis al emplear
fase adsorbente magnética que se separa de forma rapida de la matriz. Por otra
parte, el uso de volimenes de muestra y eluyente inferiores le proporciona una

ventaja adicional.
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Tabla 9. Comparacion del presente método con otros métodos reportados para la
determinacion de Npx en orina humana.

Método Sistema de LOD RSD Volumen Volumen Referencia

deteccién (ngLh) (%) muestra reconstitucion

(mL) (mL)
MMOF- HPLC-UV 0.03 <4.7 5.0 2.0 [Mirzajani et
SPME? al., 2019]
LDH-PS- HPLC-UV 5.0 <7.4 0.25 0.2 [Seidi, S., ¥y
MSPEP Sanati, S. E.
(2019]
MFA- HPLC-UV 2.0 <6.7 50.0 5.0 [Bagheri et
USPE® al., 2016]
VASEMEY HPLC-FLD  0.9x10°  <10.1 3.0 - [Asadi et al.,
2015]
MIP-SPE®  FLD 2.0 <1.0 40.0- 2.0 [Madrakian
100.0 et al., 2013]
MSPE HPLC-FLD 0.02 <5.2 1.0 3.0 Método
propuesto

a Microextracciéon en fase solida utilizando fibras formadas por nanocompuestos magnéticos y estructuras
metalorganicas.

b Microextraccion en fase sélida mediante sorbentes empacados de doble capa de hidréxido.

¢ Microextraccion en fase sélida asistida por campo magnético.

4 Microextraccion con tensoactivo mejorada mediante emulsificacion asistida por vortice.

¢ Extraccion en fase solida mediante polimero molecularmente impreso.
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V.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

e En el presente trabajo se sintetizaron tres solidos magnéticos modificados

con P4VP para la extraccion y analisis de Npx.

e El sdlido C con wuna composicion 2.1:1 relacibn molar de
magnetita:mondmeros posee mayor afinidad para Npx (capacidad maxima
82.5 mmolKg) con un mayor nimero de sitios activos de P4VP disponibles

en comparacion con los sélidos Ay B.

e La adsorcion de Npx depende del pH de la solucion. Para que se favorezca
el proceso de extraccion el analito debe estar en su forma neutra, pH<pKa
(4.2).

e Se optimizaron las condiciones para el proceso de retencion-elucién de Npx
en muestras de orina, la mejor respuesta se obtuvo con el sélido C, utilizando
10 mg de adsorbente, adicionando una concentracion de NaCl 1.0 M, a un

pH=3.0 y utilizando 3.0 mL de metanol como eluyente.

e La metodologia propuesta para la determinacion de Npx es robusta, simple
y rapida, emplea bajos volumenes de muestra y disolventes, ademas de ser

una técnica prometedora para el andlisis de Npx en muestras complejas.
e En funcidén a sus caracteristicas, esta técnica cuenta con ventajas como la

obtencion de limites de deteccion competitivos con los descritos en otras

metodologias y la disminucién de tiempos y costos durante el analisis.

44



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Como una etapa posterior a las pruebas realizadas se propone la evaluacion
de interferentes para determinar la selectividad del método en muestras de

orina, por limitantes de tiempo no fue posible realizarlas.

La metodologia desarrollada en el presente trabajo podria emplearse para el
andlisis de otros AINEs en muestras de orina ademas del Npx y determinar

si es una alternativa para su separacion y cuantificacion.

Las particulas sintetizadas compuestas por magnetita y P4VP podrian ser
empleadas en un sistema de liberacion de farmacos controlada; una vez
retenido el Npx sobre los s6lidos magnéticos se podria evaluar su mecanismo
de liberacion en el interior de un organismo vivo con el objetivo de minimizar

la ingesta diaria de este farmaco.
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