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El nelfinavir (NFV) es un antirretroviral perteneciente al grupo de los inhibidores de proteasa que
se suministra a pacientes pediatricos para el tratamiento del SIDA. Todavia no se establecié una
metodologia oficial para su determinacion en comprimidos pero la USP propone como método de
referencia HPLC-UV. El objetivo del presente trabajo fue proponer un método electroquimico para
la determinacién de NFV en comprimidos. Se desarrolld un electrodo serigrafiado descartable, cuyo
electrodo de trabajo fue modificado con nanotubos de carbono (NTC). El anadlisis se realizd
mediante voltametria de onda cuadrada (VOC), y se optimizaron las variables pH del medio,
tiempo y potencial de acumulacién. Se realizaron estudios para caracterizar el electrodo y la
metodologia de trabajo. La determinacién de NFV resulto lineal en el rango de concentraciones de
10 a 120 uM. El coeficiente de variacidon entre electrodos fue de 5,05% (n=5). La capacidad de
deteccion (para a = B = 0,05) fue de 10.99 + 0,87 mg. Debido a que la molécula de NFV no fue
estudiada electroquimicamente en profundidad se realizaron los ensayos para proponer un
mecanismo de oxidacién de NFV sobre NTC. Estos, permitieron inferir que el proceso de oxidacién
ocurre en el oxidrilo fendlico de la molécula de NFV, y que en el proceso participan un electréon y un
protén. Las muestras de comprimidos analizadas contenian 249,26 + 2,92 mg (n = 5, a = 0,05)
para los comprimidos comerciales. Se compard el método con uno de referencia mediante las
pruebas F y t. Los resultados fueron satisfactorios, ya que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos métodos, para un nivel de confianza del 95%.

No se necesitaron pretratamientos previos al procedimiento de medida.
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12. Quimica

DESARROLLO DE UN SENSOR ELECTROQUIMICO CON
NANOTUBOS DE CARBONO PARA LA DETERMINACION
VOLTAMETRICA DEL ANTIRRETROVIRAL NELFINAVIR

-Delfino, Mario Raul (h); Asturias Arribas, Laura; Arcos Martinez, Maria Julia
- mariodelfino@exa.unne.edu.ar; lasturias@ubu.es; jarcos@ubu.es
-Palabras claves: antirretroviral, nelfinavir, voltamtria de onda cuadrada, sensor

electroquimico.

-INTRODUCCION:

Durante los ultimos afos, el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) ha sido
la principal causa de muerte referida a enfermedades infecciosas en el mundo y se
estima que 34 millones de personas conviven con el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) en todo el globo. Ademas, se calcula que cada afio ocurren 2,5
millones de infecciones nuevas, de las cuales al menos el 10% corresponden a nifios
[1]. A pesar del esfuerzo y las iniciativas para evitar la transmision madre-hijo, sélo
un tercio de los nifios infectados recibe algun tipo de tratamiento [2]. El mismo,
denominado Terapia Antirretroviral Altamente Activa consiste en la administracion
oral diaria de un conjunto de varias drogas antirretrovirales (ARV). El Nelfinavir
(NFV, Fig.1) es una droga perteneciente al grupo de los Inhibidores de Proteasa, y

es el mas utilizado, para tratamientos pediatricos.
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Fig. 1: Estructura quimica del nelfinavir (Cs2H4s5N304S, PM 567,78)

Se han reportado varios métodos para la determinacion de NFV, pero la
mayoria de ellos utilizan técnicas cromatograficas complejas. Todas estas
metodologias incluyen una instrumentacién muy costosa y pretratamientos, como
extracciones en fase sdlida, que incrementan los tiempos de analisis y la
manipulaciéon de las muestras, lo que puede conducir a errores y contaminacion.
Hasta la fecha, no se han descrito métodos electroquimicos para la determinacion
de NFV. Estos métodos presentan importantes ventajas, como su alta sensibilidad,
bajos limites de deteccidén, respuesta rapida, relativa simpleza y bajo costo de
equipamiento [3]. Los electrodos serigrafiados (ES) han hecho posible la produccién
en masa de electrodos descartables para su utilizacion en instrumentos
electroquimicos portatiles y de bajo costo. La versatilidad de los ES reside en su
amplio rango de posibles modificaciones [4-6].

El objetivo del presente trabajo consistié en disefiar, optimizar, validar vy
proponer un método electroquimico para la cuantificacién de NFV en formulaciones
farmacéuticas comerciales y en muestras bioldgicas, utilizando ES modificados con

nanotubos de carbono (NTC).
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-MATERIALES Y METODOS:

Los ES utilizados fueron construidos en el laboratorio mediante la deposicién
secuencial de las diferentes tintas comerciales sobre placas poliméricas, seguidas
por un proceso de curado que consistié en colocar las placas en estufa a 60 °C
durante 90’ [7]. Se construyeron dispositivos con arreglos de 3 electrodos (de
trabajo, de referencia e indicador), todos de 12,6 mm2 de superficie. Para ello se
siguieron los procedimientos descritos en los trabajos de Arcos Martinez vy
colaboradores (Fig. 2) [8-10].

(a) (b) (@ (d) (e)

Fig. 2: Construccion de los electrodos serigrafiados: (a) placa polimérica limpia, lista para imprimir;
(b) con tinta de carbono platinizado se establecen los conectores, las vias y el electrodo auxiliar;
(c) se imprime el electrodo de trabajo con tinta de carbono; (d) se imprime el electrodo de referencia
con tinta de Ag/AgCl; por ultimo (e) se aplica la tinta aislante.

Para la modificacién de la superficie de los electrodos de trabajo se prepar6
una dispersién de NTC en dimetilformamida 3 mg/mL en un tubo ependorf. Se agité
vigorosamente y se sonicd durante 150’. Luego se tomaron 5 pL, se depositaron
sobre los electrodos de trabajo y se dejé reposar a temperatura ambiente bajo
campana hasta la evaporacion del solvente (3 h aprox.).

Las mediciones se realizaron mediante voltametria de onda cuadrada (VOC)

en una celda electroquimica conteniendo 5 mL de solucion de electrolito soporte al
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pH seleccionado (KClI 100 mM en solucién buffer fosfato 50 mM). Los parametros
experimentales fueron: potencial aplicado, +0,5 a +1,5 V; frecuencia, 25 Hz; salto
de potencial, 12 mV; y amplitud, 25 mV. Adicionalmente, se optimizo el proceso de
acumulacién, que resulté en la aplicacion de +200 mV (contra Ag/AgCl) durante 50”
bajo agitacién, y 10" de reposo previo a la VOC. Todas las mediciones fueron
realizadas a temperatura ambiente.

Para el andlisis cromatografico se utiliz6 HPLC-UV a 225 nm; flujo de 1,0
mL/min, modo isocratico y columna RP-C18 de 15 x 4,6 mm. El volumen de
inyeccion fue 20 pL. La fase movil consistid en una mezcla de dimetilamina 0,05%
p/v disuelta en acetato de amonio 10 mM, metanol y acetonitrilo en una proporcion
35:20:45, respectivamente. El estandar consistié en solucién 0,3 mg/mL de NFV
disuelto en fase moévil. Para la muestra, se pesé una cantidad adecuada de pool de
comprimidos tal que permita preparar una soluciéon aproximada de 0,3 mg/mL de
NFV. Se agito 10’ y una porcién de la misma se centrifugé a 2000 rpm durante 10'.

El sobrenadante fue inyectado directamente en el cromatdgrafo.
-RESULTADOS Y DISCUSION:

Optimizacion

La respuesta electroquimica del NFV es funcion del pH de la solucién y del
proceso de acumulacion. A fin de obtener una buena sefal analitica que permita la
cuantificacion de NFV, las variables: pH, tiempo de acumulacién (tac) y potencial de
acumulacién (Eac), fueron optimizadas mediante diseno experimental. Los datos

obtenidos fueron procesados con Statgraphic Plus. Se realizd un disefio central
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compuesto 23, que permitié analizar 5 niveles de cada una de las 3 variables de
influencia. Se seleccionaron dos niveles para cada variable: alto (+) y bajo (—).
Luego, se realizaron 17 experimentos correspondientes a las posibles

combinaciones.

Eac (+) = +300 mV tac (+) = 90 s pH (+) = 4
Eac (—) = +100 mV tac (—) = 30s pH (—) = 2
Eac (0) = +200 mV tac (0) =60 s pH (0) =3

Los valores optimos obtenidos a partir del disefio experimental fueron
Eac = 4200 mV; tac = 50 s; v pH = 2.

Linealidad, precision y capacidad de deteccion

Se registraron varias curvas de calibrado en el rango de 10 a 110 uM de NFV
en condiciones Optimas (Fig.3). Los datos que no se ajustaban correctamente
fueron descartados mediante el programa PROGRESS, que evalla la presencia de

puntos andmalos utilizando regresién de minimos cuadrados de las medianas [11].
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Fig. 3: Curva de calibrado para la determinacion de NFV por VOC con ES/NTC. Inserto, voltamogramas

para diferentes concentraciones de NFV en condiciones 6ptimas.
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Para estimar la reproducibili-dad de los electrodos desarrollados, en términos
de coeficiente de variacion (CV), se utilizaron las pendientes de las curvas de
regresion. La reproducibilidad obtenida fue de 5,05% (n = 5) para un rango lineal
de 10 a 110 pM.

Para la repetibilidad se llevé a cabo el mismo procedimiento que para la
reproducibilidad, pero utilizando un mismo electrodo. Se observé que no resultaba
posible realizar mads de una curva de calibrado con el mismo electrodo,
posiblemente debido a la adsorcion del producto oxidado de NFV en la superficie del
electrodo de trabajo, disminuyendo considerablemente la sensibilidad del mismo. De
todas maneras, este hecho no resulté significativo debido a la naturaleza
descartable del dispositivo y a su buena reproducibilidad.

La capacidad de deteccién fue calculada para una probabilidad de falso
positivo (a) y falso negativo (B). La minima concentracién detectada para a=B=0,05
fue de 10,99 + 0,87 uM (n = 5).

Aplicacion del método a muestras de orina y de comprimidos comerciales
Para el cuantificacion de NFV en muestras de orina y de comprimidos
comerciales se utilizaron los métodos de adicion estandar y curva de calibrado,
respectivamente, mediante VOC con los electrodos desarrollados.
Para los comprimidos de Viracept®, la cantidad de NFV encontrada fue de
249,26 £ 2,92 mg/comp (n = 5, a = 0,05). Esta cantidad es acorde con los valores
rotulados por el laboratorio farmacéutico, y los valores de tolerancia concuerdan con

los establecidos por el compendio médico de la USP (+ 10% del valor declarado).
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Para comprobar la robustez del método propuesto se realizaron cinco
determinaciones por VOC y HPLC. Los resultados de ambos métodos (propuesto y
de referencia) se compararon mediante una prueba F para precision y prueba t para
las medias. Estadisticamente, no hay diferencias significativas entre los resultados
obtenidos por ambos métodos para un nivel de confianza del 95%.

El andlisis de NFV en muestras de orina provenientes de individuos sanos se
realizd mediante sobreagregado de cantidades establecidas de la droga en orina.
Estos ensayos fueron realizados en dos niveles de concentracion, de 40 y 50 uM,
realizando tres replicas por cada nivel. Los resultados obtenidos, en términos de
porcentaje de recuperacion, fueron 99,7 - 100,6 %.

-CONCLUSIONES:

El uso de un sensor basado en un electrodo de trabajo de carbono modificado
con nanotubos de carbono permitié la determinaciéon voltamétrica de NFV en
muestras de orina y de comprimidos comerciales. Se logr6 la optimizacién de las
principales variables experimentales mediante un disefo central compuesto, que
incluyd la interaccion entre variables. De esta manera, la sefal voltamétrica
obtenida resulté 6ptima. La reproducibilidad de los electrodos fue satisfactoria. Se
propuso un mecanismo de oxidacién del NFV basado en la oxidacion del grupo
fendlico de la molécula, en el cual participan un electrén y un proton. No fueron

necesarios tratamientos previos al procedimiento de medida.
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