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Resumen

La hipertension es una de las enfermedades cardiovasculares que més afectan a la poblacion
mundial. Para su tratamiento, se pueden administrar diuréticos tiazidicos como la
hidroclorotiazida que es ampliamente utilizada en México. Para la industria farmacéutica la
técnica oficial para determinar este farmaco en medicamentos es HPLC, sin embargo, debido
a la alta cantidad de muestras que deben analizarse en algunas etapas en el proceso de
fabricacion, es necesario contar con metodologias mas rapidas. Los métodos
espectrofotométricos UV y sistemas acoplados como el FIA (Andlisis por Inyeccion en Flujo)
representan una opcion rapida, sencilla y de bajo costo para el analisis farmacéutico. Por lo
cual, en este trabajo se tuvo por objetivo la comparacién de los métodos analiticos antes
mencionados (UV y FIA/UV) para la determinacion de hidroclorotiazida en medicamentos de
venta al pablico de 25 mg. Se analizaron dos medicamentos genéricos (MG) de diferentes casas
comerciales y uno de patente (MP). Se encontro para el MG1 un contenido de 22.33 + 0.08
mg, MG2 23.94 £ 1.32 mg y para MP 22.97 + 0.50 mg. Al realizar el comparativo de métodos
no se encontraron diferencias significativas entre ellos, sin embargo, una de las ventajas que
presenta el método FIA/UV es el corto tiempo de analisis, aunque carente de selectividad para
sustancias relacionadas.

Palabras clave: hidroclorotiazida, FIA, espectrofotometria, tabletas
Abstract

The hypertension is one of the cardiovascular diseases that most affect the world population.
For its treatment, thiazide diuretics, like hydrochlorothiazide, are widely used in Mexico. In
the pharmaceutical industry, the official technique to determine this drug on pharmaceutical
formulations is chromatography. However, due to the high number of samples that need to be
analyzed at some stages of the manufacturing process is necessary to have faster
methodologies. UV spectrophotometric methods and coupled systems such as FIA (Flow
Injection Analysis) represent a fast, simple, and low-cost option for pharmaceutical analysis.
Therefore, this work aimed to compare the previously mentioned analytical methods (UV and
FIA/UV) for the determination of hydrochlorothiazide in 25 mg retail pharmaceutical
formulations. Two generic medicines (MG) from different commercial houses and one patent
(MP) were analyzed. Through the UV spectrophotometric method, it was found for MG1 a
content of 22.33 + 0.08 mg, for MG2 23.94 + 1.32 mg, and for MP1 22.97 + 0.50 mg. While
through FIA/UV method, contents of 24.82 + 1.17 mg for MG1, 21.31 + 0.47 mg for MG2,
and 23.98 + 0.82 mg for MP were obtained. When comparing both methods, no significant
differences were found between them, however, one of the advantages of the FIA/UV method
Is the short analysis time, but without selectivity to related impurities.
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Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son definidas por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS, 2017) como trastornos que afectan tanto al corazon como a los vasos sanguineos; una de
estas enfermedades es la hipertensién, la cual es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial (Rosas y Jiménez, 2018). Esta enfermedad se presenta cuando las personas tienen valores
de presién sanguinea mayores o igual a 130/80 mmHg (Whelton y col., 2017). Para el tratamiento
de la hipertension, el Centro Nacional de Excelencia Tecnoldgica en Salud (CENETEC, 2014)
sugiere utilizar una gran variedad de medicamentos como los diuréticos tiazidicos, los cuales, de
acuerdo con la mayoria de las guias clinicas, estan clasificados como tratamientos de primera linea
(Williams y col., 2018; Quinn y col., 2021). En México, uno de los diuréticos tiazidicos mas
utilizados es la hidroclorotiazida (HTZ) ya que presenta ventajas frente a otros antihipertensivos
en términos de eficiencia en su funcionamiento y en prevencion de futuros eventos
cardiovasculares (Ramirez y col., 2016; Rosas y col., 2016; Whelton y col., 2017). La funcién
principal de la hidroclorotiazida (Figura 1) es favorecer la eliminacion de sodio y agua. De forma
comercial se encuentra disponible para su venta al publico en presentacion de tabletas de 25 mg.
Este farmaco es un polvo cristalino blanco, ligeramente soluble en agua, tiene un peso molecular
de 297.74 g/mol, tiene dos pKa’s de 7.9 y 9.2 (IARC, 2011; Cirri y col., 2020; De Luca y col.,
2020) y presenta su sefial de maxima absorcién a una longitud de onda de 226 nm (Ansary y col.,

2012).
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Figura 1. Estructura quimica de la hidroclorotiazida.

Debido al amplio uso de este medicamento, es necesario contar con procedimientos analiticos para
su determinacion. La Farmacopea de los Estados Unidos (USP, 2017) y la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos (FEUM, 2018) recomiendan el uso de HPLC para la determinacion de
este farmaco (Lima y Reis, 2017). Aunque esta técnica tiene diversas ventajas en términos de
precision y exactitud, también presenta algunas limitaciones como la instrumentacion costosa, alta
capacitacion del analista, largos tiempos de andlisis, etc. y en la industria farmacéutica
constantemente deben procesarse y analizarse grandes cantidades de muestras, por lo que se vuelve
necesario contar con metodologias que sean mas rapidas (Zhang y col., 2020). Una de las técnicas
que presenta una opcion rdpida y de bajo costo para el andlisis farmacéutico es la
espectrofotometria UV-Vis, la cual puede ser empleada en diferentes etapas del proceso de
fabricacion de medicamentos (Passos y Saravaia, 2019). Aunado a esto, puede recurrirse a la
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automatizacién o semi-automatizacion de las metodologias analiticas; esto se ha vuelto un proceso
clave en el analisis farmacéutico moderno de escala industrial, pues permite desarrollar de forma
mas rapida y eficiente las tareas rutinarias y/o de investigacion (Cerda, 2006; Bezerray col., 2020).
Esta automatizacion puede realizarse mediante el empleo de sistemas de flujo, ya que con estos
también es posible disminuir el costo del analisis debido a que se requiere de menor cantidad de
reactivos y, por lo tanto, se emite un menor volumen de residuos (Limay Reis, 2017; Cerda y col.,
2014; Trojanowicz, 2012). Uno de los primeros sistemas de flujo desarrollado fue el Andlisis por
Inyeccion en Flujo (FIA), que se ha aceptado a nivel mundial como una herramienta analitica para
el andlisis cuantitativo debido a su simplicidad, costo y a las mejoras en rendimiento y
reproducibilidad que se pueden obtener (Trojanowicz, 2012; Zagatto y col., 2012, De Faria y col.,
2020). El sistema FIA puede utilizarse para el desarrollo de reacciones quimicas, separaciones no
cromatograficas (dialisis o extraccion liquido-liquido) o como un medio de introduccidn de muestra
que permite realizar la conexion entre métodos manuales y el instrumento analitico que se esté
utilizando (Valcarcel y Luque de Castro, 1990; Coverly, 2005; Zhang y col., 2020). Debido a las
ventajas que presenta el uso de métodos espectrofotométricos UV-Vis y sistemas acoplados como
el FIA, el objetivo de este trabajo fue realizar una comparacion entre los métodos UV y FIA/UV
para la determinacion de hidroclorotiazida en medicamentos de venta al pablico de 25 mg.

Materiales y Métodos

Para poder llevar a cabo el andlisis en tabletas de hidroclorotiazida primero se realizo la
determinacion de la sefial analitica del farmaco para lo cual, se prepar6 una disolucion de
hidroclorotiazida (HTZ) de 5 mg/L a partir de una disolucion madre de 50 mg/L. Posteriormente
se midio el espectro de absorcion de 200 a 400 nm en un espectrofotometro UV/Vis modelo Cary
50Bio de Varian. Para el anlisis de tabletas se utilizaron 3 medicamentos de venta al publico de
25 mg de hidroclorotiazida fabricados por diferentes industrias farmacéuticas, dos de ellos fueron
medicamentos genéricos (MG) y uno fue de patente (MP). Cada tableta se seleccioné de forma
aleatoria, se registrd su peso, se molié en un mortero hasta obtener un polvo fino y se tomo el
equivalente a 3 mg de HTZ. Inmediatamente se disolvié la muestra en agua desionizada y se filtro
con papel filtro (poro 4 um). Por ultimo, a la muestra se adicionaron 10 puL de HCI 0.1 M para
ajustar el pH a 7 y se aford a 100 mL. Una vez que se tuvieron las muestras preparadas, se verificd
que no hubiera efecto de matriz; para esto se utilizaron 5 estandares de hidroclorotiazida con
concentraciones en un intervalo de 1 a 10 mg/L a un pH de 7, a la par se prepararon otros 5
estandares de HTZ en el mismo intervalo de concentraciones a los cuales se les adiciono el volumen
correspondiente de la muestra y se procedié a realizar el estudio por espectrofotometria UV.
Subsiguientemente, se realizd la determinacién de HTZ mediante el método UV; en el cual se
utilizaron disoluciones de muestras equivalentes a 3 mg/L de HTZ con un pH de 7, las cuales se
llevaron a lectura en el espectrofotometro. Para el desarrollo del método FIA/UV primero se
optimizaron diferentes variables hidrodinamicas para poder establecer la configuracion del sistema
maés adecuada para el analisis; para esto se utilizé una bomba peristaltica Minipuls 3 Gilson de 4
canales, una valvula de inyeccion de baja presion con 6 entradas, un reactor y como detector se
utilizo el espectrofotdmetro UV-Vis. Las variables estudiadas fueron el didmetro interno (D.l.) de
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las tuberias (0.3 y 0.8 mm), caudal (1-3 mL/min), volumen de inyeccion (18, 30y 75 uL), longitud
de reactor (20, 50y 80 cm) y el intervalo de concentracion (1-24 mg/L). Una vez que se optimizaron
las variables se realiz6 la determinacion de HTZ mediante este método utilizando agua desionizada
como disolucion acarreadora y muestras equivalentes a 3 mg/L de HTZ con pH 7; se obtuvieron
los fiagramas correspondientes a la longitud onda establecida.

Resultados y Discusién

En la Figura 2 se presenta el espectro de hidroclorotiazida obtenido con un estandar de 5 mg/L,
observando una sefial de maxima absorcion a una longitud de onda (1) de 226 nm, la cual fue
seleccionada para las posteriores determinaciones.
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Figura 2. Espectro de hidroclorotiazida.

En la Figura 3 se presentan las curvas obtenidas mediante el método de adicion de estandar de las
tres muestras de estudio, con las cuales se realizaron las pruebas estadisticas t-Student y F de Fisher
obteniendo con el MG1 valores de 0 y de 1.93 para t experimental (texp) Y F experimental (Fexp)
respectivamente; con el MG2, se obtuvo un valor de texp de -0.001 y para Fexp un valor de 0.93; de
la misma forma, para el MP se obtuvieron valores de -0.001y 1.41 para Fexp Y Fexp respectivamente.
Estos resultados se compararon con los valores teéricos de t (4.303) y de F (19), y en todos los
casos los valores experimentales fueron menores a los valores tedricos de tal forma que se pudo
determinar que no se presentan diferencias significativas entre las pendientes de las curvas de
calibracién y sus curvas de adicion respectivas, esto indica que no hay presencia de efecto de matriz
para ninguno de los medicamentos estudiados por lo cual es posible proceder con el resto de los
analisis.

BNy, DIRECCION ng
INVESTIGACIGN
Y POSGRADO 224



Universidad Auténoma de Coahuila

( ? Trabajo en Extenso del presentado en el XXXIII CNQA
) i i A iert MFS005
>¢) CienciAcierta o de oo 23 de o
. Recepcidn de articulo 23 de junio de 2021
Articulo aceptado el 13 de agosto de 2021
ISSN: 2683-1848
a) b)
1.2 1.2
1 1 y = (0.1134 + 0.0006)x + (0.1558 + 0.0024) ,
y =(0.1123 + 0.0007)x + (0.1415 + 0.0144) R?=0.9998 + 0.0002 P
0.8 R?=10.9998 + 0.0001 0.8 -
s g .
< © -
gos g 0.6
S 2
é 0.4 y =(0.1123 £ 0.0026)x + (0.0048 + 0.0012) § 0.4 y =(0.1123 £ 0.0007)x + (0.1415 £ 0.0144)
R?=0.9999  0.0001 < R?=0.9998 + 0.0001
0.2 0.2
0 0
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Concentracion HTZ (mg/L) Concentracion HTZ (mg/L)
c)
1.2
1 y=(0.1134 £ 0.0014)x + (0.1643 + 0.0008)
R?=0.9996 1 0.0004
0.8
o
o
& 0.6
5
204 y =(0.1123 £ 0.0007)x + (0.1415 £ 0.0144)
< Re = 0.9998 + 0.0001
0.2
0
0 2 4 6 8 10

Concentracion HTZ (mg/L)

Figura 3. Curvas de adicién de estandar para medicamentos de hidroclorotiazida.
a) medicamento genérico 1 b) medicamento genérico 2 ¢) medicamento de patente.
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Figura 4. Fiagrama obtenido con estandares de 5 mg/L de hidroclorotiazida a diferentes

caudales.

En el desarrollo del sistema FIA/UV, utilizando tuberias de 0.3 mm de D.I. se pudo observar un
menor tiempo de arranque que con tuberias de 0.8 mm D.l. sin embargo, con las primeras, se
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presentd formacion de burbujas que dificultaba el analisis por lo que se opt6 por trabajar con
tuberias de 0.8 mm. En la Figura 4 se presentan los fiagramas obtenidos para los diferentes
caudales estudiados (1-3 mL/min), en donde se puede observar que, a menor caudal, mayor es el
tiempo de residencia y menor es la absorbancia, sin embargo, se decidi6 utilizar un caudal de 2
mL/min ya que la absorbancia obtenida no presenta diferencias significativas con las absorbancias
de los caudales de 2.5y 3 mL/min y un caudal de 2 mL/min permite que el analista tenga mayor
tiempo para inyectar la siguiente muestra.

En la Figura 5 se puede observar el fiagrama obtenido con diferentes volumenes de inyeccion, en
el cual se determind que a medida que se aumentaba el volumen de inyeccion, también se obtiene
una mayor absorbancia y un mayor tiempo de residencia, por lo tanto, se opté por utilizar un
volumen de 30 pL con el fin de no tener tiempos de andlisis tan largos, pero manteniendo una
buena sefal analitica.
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Figura 5. Fiagrama obtenido con diferentes volumenes de inyeccidn de estandares de 5 mg/L de
hidroclorotiazida.

Para determinar la longitud de reactor mas adecuada, se obtuvieron los resultados presentados en
la Figura 6, donde se puede observar que a mayor longitud, mayor es el tiempo de arranque y de
residencia, por lo cual se establecié como 6ptimo, el reactor de 20 cm, con el que se obtienen los
menores tiempos de analisis y la mayor absorbancia.
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Figura 6. Fiagrama obtenido con estandares de 5 mg/L de hidroclorotiazida y reactores de

diferentes longitudes.

Con el fin de establecer el intervalo de concentracion éptimo para este trabajo, se utilizaron
estandares de HTZ en un intervalo de concentracion de 1 a 24 mg/L, sin embargo, se observo que
amayores concentraciones ya no se presentaba una buena linealidad, por lo cual se opt6 por trabajar
solamente en el intervalo de 1 a 10 mg/L y en la Figura 7 se presenta un ejemplo, de al menos tres
réplicas, de los fiagramas y curvas de calibrado obtenidos.
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Figura 7. Fiagrama y curva de calibracién para hidroclorotiazida. g= 2 mL/min, V=30 L, L=
20 cm.

Con todos estos resultados, fue posible construir el sistema con la configuracion que se presenta
en la Figura 8 y de esta forma proceder a la determinacion de HTZ.
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Desecho

Figura 8. Configuracion del sistema FIA utilizado para la determinacién de hidroclorotiazida.
g: Caudal, V.1: valvula de inyeccion, V: volumen de inyeccion, R: reactor, L: longitud del

reactor.

Una vez que se llevo a cabo la determinacion de HTZ mediante ambos métodos se obtuvieron los
resultados que se presentan en la Tabla 1. Posteriormente, con estos resultados se realizo el analisis
estadistico t-Student y F de Fisher que de la misma forma se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados obtenidos con tres réplicas del andlisis estadistico t-Student y F de Fisher
para la comparacion de los métodos UV y FIA/UV en la determinacién de hidroclorotiazida en
medicamentos.

MG1

MG2

MP

UV | FIAIUV
n 3
t 2.78
F 19.00
Promedio (mg) 22.33 24.82
Desviacion Estandar 0.08 1.17
52 1.91
|t experimentall 2.21
F experimental 0.004
Promedio (mg) 23.94 21.31
Desviacion Estandar 1.32 0.22
52 2.31
|t experimentall 211
F experimental 7.76
Promedio (mg) 22.97 23.98
Desviacion Estandar 0.50 0.82
52 1.61
|t experimental| 0.97
F experimental 0.37
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Con los resultados obtenidos fue posible observar que al tener valores de t experimentales menores
al valor de t teorica, asi como valores de F experimental menores a F tedrica, no se presentan
diferencias significativas entre los métodos estudiados .

Conclusiones

Con los resultados obtenidos se puede concluir que con los dos métodos estudiados UV y FIA/UV
es posible realizar la determinacién de hidroclorotiazida en medicamentos de venta al pablico de
25 mg. Al no encontrar diferencias significativas entre los métodos estudiados, se concluye que
ambos son una buena alternativa para agilizar el analisis farmacéutico en algunas etapas del proceso
de fabricacién de medicamentos. Sin embargo, ninguno de los 2 métodos comparados aqui es
selectivo, por lo que ademés de cuantificar la HTZ se cuantifica al mismo tiempo todas las
impurezas contenidas en el principio activo, cuyos espectros de absorcion se traslapan.
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