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Resumen

Titulo: Implementacion de la técnica dispersion de la matriz en fase sélida para el monitoreo de
farmacos anti-inflamatorios y sus metabolitos en plantas acuéticas.*

Autor: Oscar Eduardo Osorio Lizarazo. **

Palabras clave: Contaminantes emergentes, Azolla filiculoides, Salvinia adnata , anti-
inflamatorios no esteroideos, dispersion de la matriz en fase sélida.

Descripcion: Los contaminantes emergentes son sustancias quimicas emitidas al medio
ambiente debido a la actividad humana. Estos compuestos provocan preocupacion especial,
debido a los efectos adversos que pueden tener en el ecosistema acuatico. A nivel mundial, se ha
estimado un consumo anual de productos farmacéuticos cercano a los 10° kg, de los cuales, los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) se han determinado en agua superficial, subterranea e
incluso potable en todo el mundo. EIl presente trabajo implementa la técnica de extraccion por
dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD) para el analisis y monitoreo de compuestos AINE
y sus posibles metabolitos en plantas acuéticas

Se determind la eficiencia de extraccion para los compuestos piroxicam, naproxeno, ibuprofeno
y diclofenaco, que se cuantificaron por HPLC/DAD. gel de silice modificada con Cis (relacion
1:10; muestra: dispersante) y una solucion de &cido formico al 3% (v/v) en acetato de
etilo:metanol (60:40 v/v), permitieron obtener eficiencias de extraccion de 77-105%, segun cada
compuesto, determinados en hojas y raices de A. filiculoides y S. adnata. Se realiz6 un estudio
con la planta S. adnata que se expuso a una concentracion de AINE (100 pg L) durante un total
de 25 dias. Los extractos se obtuvieron por MSPD y se analizaron por UHPLC-ESI*-orbitrap-
MS. Este estudio aporta informacion Gtil para el monitoreo ambiental de la interaccién de los
AINE y su interaccion con las plantas acuaticas.

*Trabajo de grado.

**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Elena E. Stashenko. Quimica, Ph.D. Codirector: Andrés
Fernando Gonzalez Suarez. Quimico, M.Sc.
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Abstract

Title: Implementation of the solid phase matrix dispersion technique for the monitoring of anti-
inflammatory drugs and their metabolites in aquatic plants.”

Name: Oscar Eduardo Osorio Lizarazo.**

Key Words: Emerging contaminants, Azolla filiculoides, Salvinia adnata, non-steroidal anti-
inflammatory drugs, solid phase matrix dispersion.

Description: Emerging pollutants are chemicals released into the environment due to human
activity. These compounds are of particular concern due to the adverse effects they may have on
the aquatic ecosystem. Worldwide, an annual consumption of pharmaceuticals has been
estimated at close to 109 kg, of which nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) have been
determined in surface, groundwater, and even drinking water throughout the world. The present
work implements the solid phase matrix dispersion (MSPD) extraction technique for the analysis
and monitoring of NSAID compounds and their possible metabolites in aquatic plants.

The extraction efficiency was determined for the compounds piroxicam, naproxen, ibuprofen and
diclofenac, which were quantified by HPLC/DAD. modified silica gel with C18 (ratio 1:10;
sample: dispersant) and a solution of formic acid at 3% (v/v) in ethyl acetate:methanol (60:40
v/v), allowed obtaining extraction efficiencies 77-105%, depending on each compound,
determined in leaves and roots of A. filiculoides and S. adnata. A study was carried out with the
S. adnata plant that was exposed to a concentration of NSAIDs (100 ug L-1) for a total of 25
days. Extracts were obtained by MSPD and analyzed by UHPLC-ESI+-orbitrap-MS. This study
provides useful information for environmental monitoring of the interaction of NSAIDs and their
interaction with aquatic plants.

* Degree Work.

** Science Faculty. School of Chemistry. Director: Elena E. Stashenko. Quimica, Ph.D. Codirector: Andrés
Fernando Gonzalez Suarez. Quimico, M.Sc.
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Introduccion

El agua es uno de los recursos naturales no renovables méas importantes para el ser humano, y
es la base de la vida de ecosistemas terrestres y acuaticos. Para el beneficio de la sociedad, el
agua ha sido utilizada para diferentes propositos: alimentacion, industria, regadio, transporte y
eliminacion de desechos. Uno de los principales problemas que enfrenta la humanidad en el siglo
XXI esta relacionado con la cantidad y la calidad del agua (Jackson, 2001). El problema mas
directo y severo es la falta de saneamiento mejorado y la ausencia de agua potable segura. Las
amenazas adicionales incluyen, por ejemplo, la exposicion a patdgenos o sustancias quimicas
toxicas a través de la cadena alimentaria (el riego de plantas con agua contaminada y la
bioacumulacion de sustancias quimicas toxicas por parte de organismos acudticos, incluidos los
mariscos y peces) o durante la recreacion (nadar en aguas superficiales contaminadas)
(Gavrilescu, 2015).

Una gran cantidad de contaminantes pueden encontrarse en el agua debido a la actividad
humana: hidrocarburos, metales pesados, material suspendido, fertilizantes y los contaminantes
emergentes (CE). Los CE son compuestos organicos persistentes en el agua, que, en su mayoria,
no estan aun regulados o estdn en proceso de regulacion, pero algunos poseen propiedades
conducentes a la alteracion endocrina en el cuerpo humano (Vidal-Dorsch, 2012). La mayoria de
estas sustancias organicas llegan a las aguas residuales por ausencia de tratamientos de residuos
adecuados o disposicion directa (sector residencial y hospitalario). En las aguas residuales,
algunos compuestos se eliminan parcialmente por las plantas convencionales de tratamiento,
pero muchos de ellos no son eliminados, van al medio ambiente en concentraciones bajas y se

distribuyen en diferentes compartimentos ecolégicos (Chen, 2021).
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Por otra parte, la vida acuatica tiene riesgos de efectos adversos, porque puede estar expuesta
a una dosis continua de CE a través del medio en el que estd. Los niveles tipicos de estos
contaminantes detectados son bajos (nanogramos a microgramos por litro), de los cuales los anti-
inflamatorios no esteroideos como piroxicam, diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno, se han
encontrado en aguas superficiales y subterraneas en diferentes partes del mundo (Chapman,
2007).

El monitoreo de estos farmacos en el ecosistema acuatico, es muy importante para entender
los efectos que pueden generar. En este trabajo, se plante6 como objetivo principal la
implementacion de la técnica de extraccion por dispersion de la matriz en fase solida (MSPD)
para determinar farmacos anti-inflamatorios no esteroideos en plantas acuaticas, expuestas en sus
medios a estas sustancias y la posible formacion de productos derivados del metabolismo. Para
esto, se efectud el analisis de los AINE (piroxicam naproxeno, ibuprofeno y diclofenaco) por
HPLC/DAD y UHPLC-ESI-Orbitrap-MS, se implementd el método de extraccion por MSPD
para el aislamiento de los AINE en plantas acuaticas. Se estudiaron las plantas Azolla filiculoides
y Salvinia adnata, como matrices previamente enriquecidas con los AINE en concentraciones
conocidas, para evaluar la eficiencia del método MSPD. Por ultimo, se utilizé una de las plantas
(Salvinia adnata) que se expuso a los farmacos AINE (100 pg L) para evaluar la aplicacion de
la técnica de extraccion en muestras reales, que permitieron encontrar la presencia de los AINE y

sus productos de biotransformacién en la planta.
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1. Estado del arte

La contaminacion es la introduccion por los humanos al medio sustancias que son dafinas o
nocivas para las personas o el ambiente. El aumento de las actividades industriales y agricolas ha
resultado en la generacion de varios tipos de contaminantes toxicos, que son la principal causa de
la contaminacion del agua a escala mundial (Vidal-Dorsch, 2012). Los tipos de contaminantes en
las aguas residuales dependen principalmente de la industria local. Sin embargo, algunos de los
contaminantes comunes generalmente presentes en los efluentes son iones metalicos, colorantes,
fenoles, plaguicidas, detergentes y otras moléculas organicas. Los contaminantes en las aguas
residuales pueden ser tdxicos para la vida acuatica y pueden hacer que las aguas naturales no

sean aptas como fuentes de agua potable (Wang, 2004).

Las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) surgieron como medida para su
descontaminacién, de tal manera que el agua tratada fuese méas limpia para regresar al medio
ambiente. Los contaminantes organicos presentes en las aguas superficiales en bajas
concentraciones, como los denominados contaminantes emergentes (CE), no se eliminan
completamente por las PTAR, y su presencia eleva la preocupacién, porque son compuestos
persistentes, bioacumulables y potencialmente tdxicos para los ecosistemas acuaticos (Vallack,

2015).

1.1. Contaminantes Emergentes

Los CE son sustancias quimicas de origen sintético emitidas al medio acuatico por la
actividad antropogeénica; su remocion por las plantas de tratamiento de aguas no es eficiente. Los
CE, comunmente, no son regulados aun por entidades gubernamentales y existe la preocupacion
de que, a largo plazo, puedan tener efectos adversos en los ecosistemas y en la salud del ser

humano. Los productos farmacéuticos o veterinarios, desinfectantes, plaguicidas, aditivos de
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comida, nanomateriales, residuos industriales y sustancias para el cuidado personal, se
denominan CE, y provienen de actividades como la agricultura, uso doméstico, manufactura y

urbanizacion (Geissen, 2015).

1.2. Anti-inflamatorios No Esteroideos

Los anti-inflamatorios no esteroideos son un grupo quimicamente de farmacos, analgésicos y
antipiréticos, que aplacan los sintomas de la inflamacion, el dolor y la fiebre. Las propiedades
fisicoquimicas de los AINE més consumidos en Colombia se muestran en la Tabla 1. El término
“no esteroideo” fue utilizado por primera vez en 1960, y sirvio para distanciar estos farmacos de
los esteroides, que estaban, particularmente estigmatizados, debido a las asociaciones con el

abuso de esteroides anabolicos (Buer, 2014).

Los AINE inhiben la actividad de las enzimas ciclooxigenasas (COX). En las células, estas
enzimas participan en la sintesis de mediadores bioldgicos clave como las prostaglandinas, que
participan en las respuestas inmunes y, los tromboxanos, que participan en la coagulacion de la

sangre (Day, 2004).

1.3. Productos Farmacéuticos como Contaminantes Emergentes

El consumo de productos farmacéuticos a nivel mundial es una cifra cada vez mas creciente.
Se utiliza un gran volumen de productos farmacéuticos para la prevencion, diagnostico y
tratamiento de enfermedades en humanos y animales (hang, 2008). La mayoria de los productos
farmacéuticos no se degradan por completo, después su aplicacion. Los metabolitos y los
principios activos se excretan y, posteriormente, ingresan al ecosistema. Otra de las formas de
aparicion de los productos farmacéuticos en ecosistemas esta relacionada con descarga de
desechos y drogas vencidas, hormonas, drogas inyectadas al ganado y residuos industriales. (Pal,

2010)
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Los farmacos como diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno y piroxicam, se encuentran entre los
mas consumidos y automedicados, se ha reportado su presencia en aguas residuales en
concentraciones entre 0.06 y 151 pg L en diferentes partes del del mundo (Gémez, 2006). El
diclofenaco ocupa el primer lugar en las historias clinicas emitidas en Colombia, con 21% de
consumo, seguido del ibuprofeno (16%) y del piroxicam (13%), entre otros (Solano, 2013)(
Madikizela, 2018). El ibuprofeno es el tercer medicamento de venta libre mas popular, altamente
recetado y mas vendido en el mundo, es uno de los medicamentos incluidos en la lista de

medicamentos esenciales elaborada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

La toxicidad y concentracion de los AINE en plantas de tratamiento de aguas residuales
(PTAR) y cuerpos de agua aumentan dia a dia por el incremento de la tasa de consumo de
medicamentos debido a la presion demografica. Esto podria tener un impacto peligroso al medio
ambiente debido la naturaleza bioactiva de los AINE (Marchlewicz, 2015). Su persistencia en los
cuerpos de agua se da porque no se pueden eliminar, de manera efectiva, a los AINE, usando los
métodos convencionales para tratamiento de agua residual. Diversos estudios en Colombia
(Botero-Coy, 2018)( Bedoya-Rios, 2018), han encontrado los farmacos AINE en aguas
residuales de ciudades como Bogota y Medellin. El diclofenaco y el naproxeno se hallaron en
concentraciones entre el 0.06 y 0.4 ug L. Aunque los AINE han sido disefiados para que tengan
baja toxicidad, su liberacidn continua de productos farmacéuticos en el medio acuético, resulta
en una exposicion crénica, y esto combinado con una tendencia, para algunos, a bioacumularse,

significa que existe una mayor probabilidad de efectos bioldgicos adversos.

En Pakistan, el diclofenaco ha sido asociado con la disminucion de la poblacion de buitres,
debido al descubrimiento de residuos del farmaco en los rifiones de las aves, que genera fallas

renales y posterior muerte de las aves (Oaks, 2004). En la trucha arco iris, se han demostrado en
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el rifion efectos nocivos del diclofenaco, incluida la induccion de necrosis de las células
endoteliales a concentraciones de exposicion entre 1y 5 pg L™ (Schwaiger, 2004). La exposicion
a los AINE también se ha relacionado con anomalias cerebrales y frecuencia cardiaca reducida
(David, 2009), disminucién del glucégeno en el higado, teratogenicidad en embriones de pez
cebra, alteracion de la respuesta al choque térmico en truchas arco iris (Gravel, 2009) e
inhibicion de la actividad de la enzima CYP2M en carpas (Thibaut, 2006). En plantas acuéticas,
se ha investigado la aparicion de toxicidad expresada como dafio al aparato fotosintético, en el
helecho acuéatico Azolla filiculoides y en Xanthoria parietina, después de tratamientos con
diclofenaco en concentraciones de 0.1 mg L' a 100 mg L™ Los dafios considerables, se
obtuvieron en la concentracion mas alta (100 mg L), acompaiiados de una reduccion del 58%

de la cantidad de clorofila en A. filiculoides y de un 32% en X. parietina (\Vannini, 2018).

1.4. Plantas Acuéticas

Las plantas acuaticas se han adaptado a la vida en ambientes marinos o de agua dulce, que
ocupan un conjunto de habitats en aguas subterraneas o superficiales. Las plantas acuéticas solo
pueden crecer en el agua o en suelo saturado de agua. Una de las funciones importantes que
realizan las plantas acuéticas es la absorcion de nutrientes disueltos (N y P) del agua, por ello, se
usan ampliamente en humedales construidos en todo el mundo para eliminar el exceso de Ny P

en aguas contaminadas (Vymazal, 2013).



Tabla 1.

Propiedades fisicoquimicas de los AINE de mayor consumo en Colombia.
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Nom,bre Nombre IUPAC Estructura Solubllldad_len Peso r_rlwolecular, pKa™*
comun agua, mg L g mol
4-Hidroxi-2-metil-1,1-dioxo-N- v
Piroxicam piridin-2-il-116,2-benzotiazin-3- \”/H:G 23 331.34 3.2
carboxamida O/
\ Acido-2-(6-metoxi-2- O~ " 415
aproxeno :
P naftil)propanoico HO™ 230.26
(o}
_ Acido {2-[(2,6 diclorofenil) cro OH
Diclofenaco ) . N 2.4 296.15 4.15
amino]fenil}acético
Cl
O
Acido 2-[4-(2-metilpropil) fenil]
Ibuprofeno OH 58 206.28 5.20

propanoico

Nota: Elaboracion propia. *pKa: El grado de ionizacion (pKa) de una sustancia se define como pka, = -log Ka ; siendo K, =constante de

disociacion acida.
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1.4.1. Salvinia Adnata

Es una especie de helecho acuético flotante que crece en la superficie de las vias fluviales.
Salvinia adnata (familia Salvinaceae) es originaria de América del Sur y el caribe; se introdujo
en los Estados Unidos en las décadas de 1920 y 1930. Estéa clasificada internacionalmente como
una especie invasora y puede ser perjudicial para los habitats nativos (Parys, 2013).
Las hojas de Salvinia adnata son pequefias y ovales, cada rizoma del helecho flota cerca de la
superficie y tiene un conjunto de hojas unidas que se ramifican horizontalmente, con pelos
cubiertos con cristales de cera nanoscopicos (Miranda, 2016). Se ha evaluado su capacidad
bioacumuladora de metales como cadmio, niquel, plomo, arsénico, cromo y zinc (Ponce, 2019)

(Iha, 2015).

1.5. Interaccion de Plantas con Compuestos Xenobioticos

Un xenobidtico es un compuesto que es extrafio al organismo (del griego xenos, significa
extrafio). Las principales clases de xenobiodticos de importancia medica son farmacos,
carcindgenos quimicos y diversos compuestos que han entrado al ambiente mediante una via u

otra, como los bifenilos policlorados (PCB) y plaguicidas (Murray RK, 2010).

En los animales, el metabolismo de los compuestos xenobidticos se lleva a cabo en el higado,
donde ellos normalmente se convierten a sustancias mas hidrosolubles que, luego, se excretan en
la orina. EI metabolismo de los compuestos xenobioticos en plantas se puede dividir en tres
fases. Segun Sandermann, las enzimas de la fase | oxidan, reducen o hidrolizan el sustrato,
introduciendo un grupo reactivo que puede servir como un paso para la conjugacion posterior
con glutation o glucuronato, catalizados por enzimas de fase Il. En la fase Ill, las reacciones de
transformacion (fase 1) y conjugacion (fase Il) se acoplan a los procesos internos de

compartimentacion y almacenamiento (fase Ill). Los sitios de almacenamiento celular son la
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vacuola (para conjugados hidrosolubles) y la pared celular (para conjugados liposolubles) (Jones,

2001) (Sandermann, 1977).

Bartha y colaboradores, usando la técnica LC/MS determinaron la presencia de productos de
transformacion del diclofenaco en las plantas de Typha latifolia, que interactuaron con el
farmaco durante siete dias. Los autores encontraron 4-hidroxidiclofenaco como principal
producto de biotransformacion de la fase | (oxidacion). En la fase Il (conjugacion), identificaron
al 4-O-glucopiranosil oxi-diclofenaco y 4-OH-glutationil diclofenaco. Emhofer y colaboradores
detectaron diversos metabolitos en hojas y raices de la planta acuatica Lepidium sativum
expuesta a los cuatro AINE, en el medio de cultivo, entre ellos figuraban el diclofenaco y el
naproxeno. Entre metabolitos del diclofenaco se hallaron diclofenaco hidroxilado, 4-hidroxi-
diclofenaco glucésido y diclofenaco-glucorénido-malonato; los del naproxeno fueron naproxeno
glucésido, naproxeno-glucésido-malonato y naproxeno glucorénido. Los compuestos sin
metabolizar encontraron en mayor proporcion en las raices. Los productos conjugados de los
AINE metabolizados por la planta, se encontraban principalmente en las hojas, debido a que los

metabolitos son moléculas mas polares y tienen mayor movilidad en la planta.

1.6. Métodos Analiticos para la Determinacion de AINE y sus Metabolitos en
Material Vegetal
La eleccion del método de extraccion y de analisis instrumental que permita detectar,
identificar y cuantificar los analitos de interés, es un paso fundamental para obtener resultados
confiables. Las técnicas méas usadas para la extraccion de AINE en material vegetal, son
extraccion en fase solida (SPE), QUEChERS (por sus siglas en inglés, Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and Safe) (Loos, 2017), extraccion sélido-liquido (ESL) y extraccion asistida

por ultrasonido (ULE) (Loos, 2017).
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Una técnica fundamental para el analisis ambiental ha sido la cromatografia de gases, que ha
permitido detectar compuestos organicos considerados contaminantes en diversas matrices. Sin
embargo, las técnicas convencionales de GC se han restringido principalmente a compuestos
termoestables y de alta volatilidad, lo que implica, convertir o derivatizar quimicamente
compuestos no volatiles o termoinestables a formas mas volatiles o estables. El desarrollo de la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC/MS), en las ultimas décadas, ha
permitido el analisis de compuestos mas polares y termolabiles sin necesidad de su
derivatizacion. En la Tabla 2 se muestran las principales técnicas de extraccion y de analisis
instrumental utilizadas para el estudio y monitoreo de farmacos AINE en material vegetal

(Kivilompolo, 2007).

1.7. Dispersién de la Matriz en Fase Solida

La dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD, por sus siglas en inglés) es una técnica de
preparacion de muestra, para la extraccion de compuestos organicos de matrices solidas o
semisolidas. MSPD se basa en la disrupcién de la estructura de la matriz con ayuda de agentes
dispersantes y un mortero para su homogeneizacion. EI material dispersado es transferido a un

cartucho y los analitos se eluyen con un solvente apropiado (Barker, 2000).

Los siguientes factores afectan la MSPD: la naturaleza del soporte solido, relacién de soporte
solido y muestra, la naturaleza del solvente de elucion y cantidad de solvente de elucion. El
soporte solido actua como dispersante de la muestra y, eventualmente, ayuda en la retencion de

impurezas no deseadas en el extracto final.
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Principales técnicas de extraccion y de andlisis instrumental utilizadas para el monitoreo de
farmacos AINE en material vegetal.

Farmaco Material Extraccion/limpieza Analisis Observaciones
vegetal intrumental
Ibuprofenoy Arabidopsis Extraccion con HPLC-QqQ/MS? Caracterizacion
naproxeno thaliana MeOH y ACN, SPE: de los farmacos
] mediante
Oasis HLB marcaje con *C.
Ibuprofeno Typha Material vegetal HPLC-QqQ/MS? Fitoextraccién
angustifolia triturado con arena de ibuprofeno en
de mar y extraido un humedal
con MeOH artificial.
Diclofenaco  Typha latifolia ~ Material vegetal HPLC- Investigacion de
macerado con Orbitrap/MS la actividad de la
nitrégeno liquido; glutation-
extraccion con HCI transferasa en
0.1 M/ACN (1:1) funcion de la
concentracion
SPE: Strata-X del farmaco.
Ibuprofeno Phragmites Material vegetal HPLC- Estudio cinético
australis macerado con Orbitrap/MS sobre absorcién
nitrégeno liquido; y metabolizacion
extraccion con HCI en diferentes
0.1 M/ACN (1:1) partes de la
SPE: Oasis HLB planta
Diclofenaco, Lepidum Extraccién Ultra- HPLC-QqQ/MS? Estudio cinético
naproxeno, sativum Turrax con HCI 0.1 sobre absorcion
ketoprofeno M /ACN (1:1) y metabolizacion
y acido _ en diferentes
mefenamico SPE: Strata-X partes de la
planta.
Diclofenaco  Hordeum Material vegetal HPLC-IT/MS Estudio sobre
vulgare macerado con absorcion y

nitrégeno liquido;
extraccion con HCI
0.1 M/ACN (1:1)

SPE: Strata-X

metabolizacion
en diferentes
partes de la
planta.

Nota: Elaboracion propia. MeOH: metanol. ACN: acetonitrilo.

SPE: Solid-Phase Extraction.
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Comercialmente, se pueden encontrar soportes sélidos de naturaleza diferente, desde polares
(e.g. gel de silice y Florisil®) hasta polaridades mas bajas (e.g, gel de silice modificada con Cis).
La eleccion del soporte solido para utilizar depende si afecta 0 no la extraccion de los analitos de
interés (Barker, 2007). La polaridad del solvente de elucién ayuda a extraer los compuestos
afines, su eleccion y la cantidad adecuada, favorece una extraccion mas selectiva de los

compuestos de interés (Barker, 1992).

1.8. Cromatografia Liquida Acoplada a Detectores de Arreglo de Diodos y
Espectrometria de Masas

La cromatografia es una técnica que se utiliza para separar componentes que estan en una
mezcla, mediante un proceso de reparticion de analitos entre dos fases, una movil y otra
estacionaria (Lancas, 2009). En cromatografia liquida, cuya fase movil es un liquido, cada
componente de la muestra inyectada, interactia de manera distinta con la fase estacionaria,
causando diferentes velocidades de migracion del analito y la separacidn de los componentes. La
fase movil puede ser mezcla de distintos solventes (e.g., agua, metanol o acetonitrilo) con
composicién constante (elucion isocratica) o variable (modo de gradiente). La mezcla inyectada
al cromatografo se separa en la columna. Cada sustancia, que eluye, produce una sefial en el

detector, cuya intensidad se amplifica y se registra en funcion del tiempo (Skoog, 1980).

Uno de los detectores mas utilizados para la deteccion de analitos en cromatografia liquida es
el detector de arreglo de diodos (DAD), que mide la absorbancia del analito y registra su
intensidad dependiendo de la concentracion de analito presente en la muestra, en un rango de
longitudes de onda entre 200 nm y 700 nm. Ademas, cuenta con un rango lineal y la sensibilidad

que permiten el analisis de compuestos en amplio rango de concentraciones (ARDREY, 2003).
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La interfaz mas usada para LC/MS es la ionizacion por electronebulizacion (ESI, por sus
siglas en inglés). ESI es una técnica de ionizacidn suave, especialmente adecuada para muestras
bioldgicas como proteinas, complejos de interacciobn no covalentes, peptidos, farmacos y
segmentos de ADN. En la interfaz se mezcla el flujo de la columna con un gas (e.g., nitrégeno),
y, a través de la diferencia de potencial, entre el capilar ESI y el tubo de transferencia de iones,
se forman los iones y se transfieren al detector de masas. Cuando las fuerzas repulsivas
coulémbicas crecientes en las gotas de solvente exceden su tension superficial, sucede la fision
de las gotas. El solvente se va eliminando mediante un flujo de gas de secado que va en contra
corriente, de tal manera, que solo las especies cargadas del analito, libres de moléculas de fase

movil (solvente) entren al detector (Mdiller, 2006).

1.9. Cienciometria
La cienciometria permite analizar, comparar y medir la actividad cientifica en todo el mundo.
El andlisis cienciométrico examina la ciencia como disciplina o actividad econémica y permite

formular y evaluar el desarrollo de las politicas de paises y organizaciones (Vanti, 2000).

Los contaminantes emergentes se han convertido en un tema de investigacion creciente, a
causa de la diversa cantidad de CE, y el reto para detectarlos oportunamente en el ecosistema

acuatico, en el aire y en el suelo.

La revision del numero de publicaciones sobre el tema en estudio, fue realizada usando la
base de datos Scopus (Elsevier). La busqueda se dividié en diferentes temas: (1) productos
farmacéuticos como contaminantes emergentes; (2) MSPD como técnica de extraccion de
productos farmacéuticos y (3) productos farmacéuticos como contaminantes emergentes en

plantas acuéticas.
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En la Figura 1, se puede observar un nimero creciente de publicaciones a lo largo de los
altimos 19 afios (no se encontraron publicaciones, con esta ecuacién de bdsqueda, en afios
anteriores). Los temas de investigacion mas concurridos son ciencia del medio ambiente
(36.6%), quimica (16%) y bioquimica (7.1%) de un total de 670 publicaciones encontradas, con
una cantidad de articulos de 484, entre el afio 2000 y 2022. La mayor cantidad de publicaciones
se realizaron en revistas especializadas como Science of the Total Environment, Chemosphere,
Environmental Science and Pollution Research, Journal of Chromatography, entre otras. Estos
estudios se enfocan principalmente en la determinacion y cuantificacion de productos

farmacéuticos en fuentes hidricas.

Figura 1.
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Nota: Elaboracion propia. Fecha de consulta: 12 de marzo de 2022. Fuente: Scopus (Elsevier).
Periodo de observacion: 2000-2022. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY ("Emerging

pollutants" AND “Pharmaceuticals”).

Espafia es uno de los paises con mayor nimero de publicaciones (162) seguido de China
(75), los cuales son paises con problemas ambientales en muchos de sus rios debido a la cantidad

de desechos industriales que producen diariamente (Calvo-Flores, 2018).
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La segunda ecuacion, “Matrix solid phase dispersion” y “Pharmaceuticals”, obtuvo un total
de 40 publicaciones (periodo 2009 al 2021, no se encontraron publicaciones, con esta ecuacion
de busqueda, en afos anteriores a éste periodo) que hayan descrito condiciones experimentales
para extraer productos farmaceéuticos de diferentes matrices como algas marinas, lodos, matrices
vegetales, concha de mejillon dorado y peces, que fueron utilizadas como guia para implementar

el método analitico de interés en esta investigacion.

Los autores méas destacados fueron Albero y colaboradores y Aznar y colaboradores, que usan
MSPD para hacer la extraccion de una diversa gama de contaminantes, entre los cuales, se
encuentran farmacos antiiflamatorios como ibuprofeno y diclofenacolos autores lograron obtener
eficiencias de extraccion de estos farmacos del 50 y 90% respectivamente. Los autores describen
el uso de la técnica MSPD como una forma de extraccion rapida para el analisis de compuestos
en matrices solidas y semi-solidas. Las publicaciones encontradas no registran la extraccion

simultanea de piroxicam, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno en vegetales.

La basqueda de productos farmacéuticos en las plantas acuéticas de interés, se realizé con dos
ecuaciones “Pharmaceuticals” AND “azolla” y “Pharmaceuticals” AND “Salvinia” ; entre los
articulos encontrados, resalta un estudio hecho por Vannini y colaboradores, quienes hallaron la
de toxicidad desde una concentracion de 1 pug mL™ expresada como dafio al aparato fotosintético

en el helecho acuatico Azolla filiculoides y en Xanthoria parietina.
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2. Desarrollo Experimental

2.1. Reactivos y Solventes

En la presente investigacion se usaron &cido clorhidrico 37% Merck (Darmstadt, Alemania),
formiato de amonio Sigma Aldrich (Bunchs, Suiza), fosfato monopotasico Sigma Aldrich
(Bunchs, Suiza), &cido formico 99% (Darmstadt, Alemania), metanol grado HPLC y LC-MS
Merck (Darmstadt, Alemania), acetonitrilo HPLC Sigma Aldrich (Bunchs, Suiza), acetato de
etilo HPLC Merck (Darmstadt, Alemania), isopropanol grado HPLC Merck (Darmstadt,
Alemania), agua tipo | obtenida en equipo purificador Synergy UV, de Merck Millipore
(Darmstadt, Alemania), gel de silice modificada con Cig Sigma Aldrich (Bunchs, Suiza), los
estdndares de referencia piroxicam (99.2%), naproxeno (99.6%), diclofenaco (99.2%) e
ibuprofeno (98,9%) todos de la empresa Dr. Ehrenstorfer (Augsburgo, Alemania), nitrégeno

grado industrial (Messer, Colombia).

2.2. Material y Equipos del Laboratorio

Se emplearon los siguientes materiales de laboratorio: balanza Mettler-Toledo PB1502-S
(Nanicon, Suiza), bafio de ultrasonido Elmasonic E30H (Elma, Alemania), shaker IKA
(Hofheim, Alemania), Liofilizador Virtis advance plus (SP Scientific, New York, EE. UU.),
tubos conicos de polipropileno de 1.5 mL de Brand (Wertheim, Alemania), balones aforados de
1, 2, 10, 25, 1000 mL (Wertheim, Alemania), morteros de ceramica, filtros de membrana de
PVDF de 0.22 uL, viales cromatograficos 2 mL de Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EE.
UU.), micropipetas de 2-20, 20-200, 100-1000 uL; de Brand (Wertheim, Alemania), jeringas

plasticas de 10 mL y algodon.
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2.3. Material Vegetal

La planta Salvinia adnata, fue adquirida en el mercado local. La planta fue propagadas en el
Complejo  Agroindustrial Piloto del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM),
localizado en el campus principal de la Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga-
Colombia). Las plantas fueron identificadas debidamente por el herbario de la Universidad

Industrial de Santander, sede principal en Bucaramanga. (Tabla 3).

Tabla 3.

Identificacion y nimero de voucher de la planta Salvinia adnata.

Especie Numero de voucher
Salvinia adnata 20888

Nota: Elaboracion propia.

La propagacion de la planta se realiz6 en pozos acuaticos del complejo CENIVAM, con una
solucion de nutrientes, que asemeja las condiciones normales para el crecimiento de la planta.
Los compuestos de esta solucion son 6xido de manganeso (MnO, 0.5 pg mLY), sulfato de zinc
(ZnS0s, 0.05 pg mL-1), sulfato de cobre (CuSOa, 0.05 pug mL™?) dxido de molibdeno (MoOQs),
fosfato de potasio monobasico (KH2POa4, 0.02% p/v), nitrato de potasio (KNOsz, 0.06% p/v),
nitrato de calcio (CaNOs, 0.09% p/v), sulfato de magnesio (MgSOa, 0.04% p/v) y acido bérico

(H3BOs, 0.5 ug mL?) (Arnon, 1952).

2.4. Anélisis por HPLC/DAD de Compuestos AINE
El analisis cromatografico preliminar se realizo en un cromatdgrafo liquido de alta eficiencia
HPLC 1260 Series (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.), veéase Figura 2, equipado

con una bomba cuaternaria de gradiente (G1312A), un inyector automatico de muestras
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(G1367B), una unidad de desgasificacion de disolvente al vacio (G1379B) y un termostato para
la columna (G1316A). La separacion se llevo a cabo en una columna Gemini Cig 100 x 4,6 mm
d.i., 5 um de tamafio de particula. EI procesamiento de los datos se realizé a traves del sistema de

datos Agilent ChemStation LC, Version B.04.01,.

Figura 2.

Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia Agilent Technologies 1260 series.

Nota: Elaboracion propia. Lugar: CENIVAM (UIS). Fecha: 3 de mayo de 2022.

2.5. Determinacion de Parametros de Eficiencia de la Separacion Cromatografica
Para el analisis de compuestos AINE, por HPLC, se calcularon los siguientes parametros de
eficiencia: factor de retencion (k’), factor de selectividad (o), nimero de platos teoricos (N) y

resolucion (Rs) (Ecuaciones 1-4).

k' = “Rr'—r""} Ecuacion 1
M
N = 5,54( ‘R ) Ecuacion 2
Win,sB
q = REZtM) Ecuacion 3

(tRa-tar)
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1,18 ( - .z
R, =2 UREtRA) Ecuacion 4
(Wp,z4-Wo =p)

tr= tiempo de retencidn del compuesto de interés (min).

tm= tiempo muerto (min).

W= ancho del pico a la mitad de su altura méxima (min).

*Los subindices A y B indican dos picos cromatograficos adyacentes.

2.6. Determinacion de las Figuras de Mérito para el Método de Analisis por
HPLC/DAD

Las siguientes figuras de mérito se determinaron: precision (expresada como repetibilidad de
los tiempos de retencion y areas cromatograficas); limite de deteccion (NMD), limite de
cuantificacion (NMC), sensibilidad y linealidad. Para determinar estos pardmetros, se prepararon
varias curvas de calibracion, la cuantiicacion se realizad por el método de estandarizacion

externa.

Solucién stock: se trabajé con una solucion stock de AINE (50 pg L™?) en una mezcla de

agua:metanol (1:1) v/v.

Curva de calibracion: se midieron los volimenes necesarios de la soluciéon stock de AINE

para preparar soluciones de 0.1, 0.25, 1, 2.5, 5, 7.5, y 10 ug mL*en un volumen de 1 mL.

La repetibilidad y la reproducibilidad se calcularon para los tiempos de retencion y las areas
cromatograficas. Los coeficientes de variacion para el tiempo de retencion y las areas de los

picos permitieron evaluar la repetibilidad del método mediante la inyeccion (n=5) de un punto de
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la curva de calibracion. La reproducibilidad fue medida mediante los coeficientes de variacion
para el area y tiempos de retencion de la inyeccion de un punto de la curva preparada por dos

analistas diferentes.

La determinacion de los niveles de deteccion y cuantificacion se determinaron a partir de las

curvas de calibracion de los compuestos patron AINE.

2.7.  Implementacion de la Técnica MSPD para la Extraccion de AINE en Material
Vegetal
Los ensayos preliminares y la determinacion de los porcentajes de recuperacion de los AINE,
se realizaron con material vegetal liofilizado (blanco negativo) de una planta colectada en el
complejo CENIVAM (UIS) que; se enriquecid con los compuestos AINE en una concentracion
conocida (blanco positivo), se le adiciond los AINE (200 uL, 25 pg mL™), en ausencia de la luz
natural, y se dejé en reposo durante de 6 horas para que el solvente (metanol) se evaporara y los

farmacos se incorporaran a la planta, y posteriormente realizar la MSPD.

En la estandarizacion del método se usaron como dispersantes gel de silice, gel de silice
modificada con grupos octadecilo, Cis y florisil®. El solvente de elucion fue metanol y acetato de
etilo con diferentes proporciones: 100:0, 60:40, 40:60 y 100:0 v/v, y acidulado con acido formico
al 3% v/v (Albero, 2017) (Aznar, 2017). Los volumenes del solvente de elucion fueron 8, 10 y
12 mL vy, la relacion de material de vegetal y soporte sélido también fue evaluada en las

siguientes proporciones: 1:6, 1:8 y 1:10.

El proceso de MSPD se realiz6 en un mortero de porcelana que contenia el material vegetal
liofilizado (50 mg) y el soporte solido seleccionado, se adiciond iso-propanol (200 ulL) y se

macerd durante tres minutos. La mezcla se tranfirié a una jeringa de polipropileno que contenia
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un algodon como filtro en el fondo (ca. 70 mg). La elucion se hizo con el solvente seleccionado
y el extracto se llevo a sequedad con corriente de gas nitrogeno; el residuo se reconstituyd con
una solucion metanol:agua (1:1 v/v) (1 mL), que contenia difenilamina (5 pg mL™?) como

estandar interno. Por ultimo, se pasé por un filtro PVDF (0,22 um) y se analizé por HPLC/DAD.

La exactitud, expresada como el porcentaje de recuperacion, se determind por quintuplicado,
en dos niveles de concentracion de los AINE. El material vegetal (Salvinia adnata) fue
liofilizado, molido y homogeneizado, se tomé una porcion (50 mg) y se colocd en un mortero,
luego se adicionaron los AINE (200 pL, 25 pg mL?, para el nivel alto, y, 200 pL, 5 ug mL™, para
el nivel bajo), y se dejaron alrededor de 6 horas para que el solvente (metanol) se evaporara y los
farmacos se incorporaran a la planta y posteriormente, se realiz6 la MSPD; el extracto final de
los AINE fue de una concentracion de 5 pg mL™* (nivel alto) y 1 pg mL* (nivel bajo). Por Gltimo,
los extractos se analizaron por HPLC/DAD. La reproducibilidad del método de extraccion fue
evaluada mediante la extraccion de los AINE en material vegetal enriquecido en el nivel alto (5

ug mL™1), en dias diferentes

La técnica de MSPD se compar6 con la extraccion con solvente asistida por sonicacion. El
material vegetal liofilizado (50 mg), se enriquecié con los AINE en el nivel alto (5 pg mL? y, se
transfirio a un tubo falcon (15 mL) y se adicion6 HCI, 0.1 M (0.5 mL) y metanol (4 mL). La
muestra se agitd (5 min), se sonico (10 min), luego, se centrifugd (4000 rpm, 15 min) y el
sobrenadante se retird. Este proceso se repitio dos veces mas y el sobrenadante se llevo a
sequedad con corriente de gas nitrogeno. Por ultimo, el residuo se reconstituyo con una solucion
metanol:agua (1:1 v/v) (1 mL), que contenia difenilamina (5 pg mL™) como estandar interno. Por

ultimo, se pasoé por un filtro PVDF (0,22 um) y se analiz6é por HPLC/DAD (Pico, 2018).
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2.8.  Interaccion Planta-Farmacos

En esta etapa, se realizd un experimento preliminar, en donde la planta Salvinia adnata se
expuso a un medio acuoso que contenia los farmacos AINE (100 pg LY), durante 35 dias, con el
fin de determinar en que dia ocurria la mayor absorcion de los farmacos. Una vez determinado el
dia con mayor absorcion de los farmacos (dia 15), la planta Salvinia adnata se expuso en un
medio acuético con los farmacos AINE (100 pug L), y se evalud su absorcion y la distribuicion
(en hojas y raices) durante 25 dias. Cada cinco dias, se realizaba un muestreo de la planta, que se
lavaba con abundante agua destilada, y se almacenaba a -20 °C hasta el dia de analisis. En el dia
15, la planta se trasladé a un medio de cultivo sin farmacos AINE. Finalmente, las muestras
almacenadas se liofilizaron, y los AINE con sus posibles productos biotransformados se
extrajeron con MSPD implementada; y los extractos obtenidos se analizaron por UHPLC-ESI-

Orbitrap-HRMS.

El montaje experimental, constd de envases de vidrio con agua del grifo (250 mL), que se
cubrieron con una pelicula de polietileno de color negro, para minimizar los efectos de
fotodegradacion de los compuestos. Cada ensayo de estudio de interaccion agua-planta-farmaco
se prepard por quintuplicado, y se incluyeron controles: agua y farmacos, con y sin proteccion de
la radiacion natural; el ensayo de interaccion de agua (sin farmacos) con planta se us6 como

control negativo, durante los dias 5, 15y 25 (Pi, 2017) (Matamoros, 2012).

2.9.  Analisis UHPLC-ESI-Orbitrap-HRMS

Para el anélisis de los extractos se usé un cromatégrafo liquido de ultra-alta eficiencia
(UHPLC) Dionex™ UltiMate™ 3000 (Thermo Scientific, Germering, Alemania) (Véase Figura
3), equipado con un desgasificador (SRD-3400), una bomba binaria de gradiente (HPG-3400RS),

un inyector automatico (WPS-3000TRS) y una unidad termostatada para la columna (TCC-



37

3000RS). La separacion cromatografica se llevo a cabo en una columna en un termostato de
temperatura controlada (30 °C) ZORBAX Eclipse XDB-C18 (2.1 mm x 50 mm x 1.8 um). La fase
movil A consto de una solucion de NHsHCO2 5 mM y acido férmico 0.1% v/v en agua. La fase
movil B NHsHCO2 5 mM y acido formico 0.1% v/v en metanol, con un volumen de inyeccion de
1 pL y un flujo de la fase movil de 0.3 mL min™t. El UHPLC se conectd a un espectrometro de
masas Orbitrap Exactive Plus (Thermo Scientific, Bremen, Alemania) con una fuente de
ionizacion por electronebulizacion con calentamiento (HESI-I1), a 350 °C, operada en modo de
registro de iones positivos. El gas nitrégeno (N2 > 99%), usado como gas nebulizador, gas de
cortina, gas auxiliar y gas de colisiones en la celda de disociacidn por colisiones activadas de alta

energia (HCD), se obtuvo en el generador NM32LA (Peak Scientific, Escocia, Reino Unido).

La temperatura del capilar fue 320 °C y el voltaje del nebulizador Vcqp se fijo en +3.5 kV. La
resolucion del Orbitrap-MS en el modo de adquisicion full scan se establecié en 70000 (m/z 200
u). Los espectros MS se adquirieron en un intervalo de masas de m/z 80-1000 u. Las moléculas
protonadas [M + H]* se fragmentaron en una celda de disociacién por colisiones activadas de alta
energia (HCD) con diferentes energias : 10, 20 o 30 eV; se usoO el nitrdgeno N2 como gas de
colisiones. La adquisicion de datos se realizé en modos full MS y StepScan, para cada voltaje en

la celda HCD.

El anélisis de los datos se llevo a cabo en el software Xcalibur™ Roadmap, Version
3.1.66.10. La identificacion de los compuestos presentes en la corriente ionica total se realizo
con base en : i) composicion elemental ; ii) distribuicion isotopica ; iii) patron de fragmentacion

y iv) usando algunas sustancias de referencia de los farmacos o sus metabolitos bajo estudio.
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Figura 3.

Cromatdgrafo liquido de ultra-alta eficiencia DionexUItiMate® 3000 (Thermo Fischer
scientific, Sunnyvale, CA, EE. UU.). Espectrémetro de masas Orbitrap Exactive Plus (Thermo

Scientific, Bremen, Alemania).

Nota: Elaboracién propia. Lugar: CENIVAM (UIS). 15 de diciembre de 2021.

2.10. Deteccion, Identificacion y Cuantificacion de los AINE y sus Metabolitos en el

Material Vegetal

Los AINE y sus metabolitos fueron extraidos de las raices y las hojas de la planta (Salvinia
Adnata) por MSPD. Los AINEs fueron identificados usando UHPLC-ESI*-Orbitrap-MS ; su
presencia se determind mediante la blUsqueda de las masas exactas de las especies [M+H]*,
[M+Na]*, [M+K]", [M+NH4]" en las corrientes ionicas extraidas, los espectros de masas
obtenidos, a diferentes energias en la cdmara de colisiones de alta energia (HCD, High-Energy
Collisional Dissociation), por comparacion de los tiempos de retencion con los del material de
referencia certificado y usando la relacion isotdpica de las especies cargadas. Los metabolitos y

productos de transformacion, fueron identificados tentativamente mediante la composicion
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elemental, distribuicion isotopica, patrones de fragmentacion y algunos iones productos

detectados.
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3. Analisis de Resultados

3.1.  Metodologia de Anélisis de Compuestos AINE por HPLC/DAD.

Segun lo reportado en literatura (Cunha, 2015) (Atto, 2012) (Song, 2012) (Davarani, 2012)
(Koves, 1992) (Blagbrough, 1992), la fase mévil empleada para el anélisis de compuestos AINE,
generalmente estd compuesta por sistema binario de solventes: la fase acuosa (solvente A), por
soluciones buffer de fosfato o medios acidos (e.g., &cido o-fosférico) y de fase orgéanica (solvente

B), tipicamente por metanol o acetonitrilo.

Los pardmetros operacionales del equipo HPLC/DAD siguieron los recomendados por Ascar,
L y colaboradores y se aplicaron algunas algunas modificaciones, como se describe en la Tabla

4.

Tabla 4.

Parametros cromatogréficos usados para el andlisis por HPLC de compuestos AINE.

Parametro Especificaciones
Fase mavil A: KH2PO4 5 mM en agua, pH=4.0
B: Acetonitrilo

Gradiente de elucién Tiempo, min A, % B, %
0 70 30
13 55 45
30 55 45
35 70 30
40 70 30

Flujo 1 mL min™,

Longitud de onda, A 205 nm

Longitud de onda de 360 nm

referencia, nm
Volumen de inyeccion 20 pL

Columna Gemini C1g (250 mm x 4.6 mm X 5um)
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Nota: Elaboracion propia.

En la Figura 4, se muestra el perfil cromatogréafico de la mezcla de sustancias de referencia
de piroxicam, naproxeno ibuprofeno, diclofenaco y difenilamina (istd), analizados segun los

pardmetros descritos en la Tabla 4.
Figura 4.

Perfil cromatografico obtenido por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con
detector de arreglo de diodos (DAD) 1260 Series AT, de las sustancias de referencia certificadas
de farmacos AINE (5 Hg mL-1) y el estandar interno

(difenilamina).

mAU 1 1. Piroxicam
2 2. Naproxeno
801 3 3. Diclofenaco
70 g 4. Ibuprofeno
4 5. Difenilamina (istd)
Sl
504
40
30
20 L‘,__—_J
104
0
L e . s R B B S R B B B B R S S B S B B B R S
5 10 15 20 25 30 35 min

Nota: Elaboracion propia.
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3.2. Parametros de Eficiencia de la Separacion de Compuestos AINE por HPLC/DAD
Se determinaron parametros de eficiencia de la separacion cromatogréafica : resolucion,
numero de platos teoricos, factores de selectividad, retencion y simetria (Gupta, 2012) Tabla 5

de los cuatro compuestos AINE y la difenilamina (istd).

Tabla 5.

Parametros de eficiencia de la separacion cromatogréafica de farmacos AINE por HPLC.

N° de pico Resolucién Factor Factor Nameros  Factor
. Compuesto ' de retencion, de selectividad,  de platos de
(figura 4) Rs . L . .

K o tedricos, N simetria
1 Piroxicam - 4,08 - 30378 0,91
2 Naproxeno 17,33 Rrs2-1 5,88 1,44 a1 51364 0,88
3 Diclofenaco 28,27 rs3-2 10,02 1,70 a3 65726 0,85
4 Ibuprofeno 1,76 Rrs43 10,34 1,19 ass 66664 0,97
5 Difenilamina 4,26 Rrss-4 11,42 1,20 o5 85542 0,97

Nota: Elaboracion propia.

Los compuestos AINE se lograron separar con una resolucion cromatografica mayor que 1.5,
lo que permitié obtener una adecuada separacion de los componentes sobre la linea base. Un
valor de resolucién cromatografica Rs >1.5 requiere mas de 2000 platos tedricos y el niumero de
platos tedricos del método estuvo fue mayor de 3000 (Snyder, 2012). El factor de retencion es
una medida del tiempo que un compuesto permanece en la fase estacionaria, en relacion con el
tiempo que permanece en la fase movil, un aumento de k’ se ve reflejado en un tiempo de

analisis més largo.

El factor de selectividad es un parametro cromatografico que indica que los picos
cromatograficos se se pueden separar, si o es igual a 1, los picos cromatograficos coeluyen; para

todos las sustancias de referencia el valor de a fue mayor que 1. Por Gltimo, el factor de simetria
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de los analitos fue cercano a uno (0.85 - 0.97), esto indica que los picos cromatograficos tienen el
fendmeno de tailing o fronting poco pronunciados: la forma de los picos se acerca a su forma

gaussiana ideal (Snyder, 2012).

3.3.  Figuras de Mérito Obtenidas para el Método HPLC/DAD Empleado
La repetibilidad de tiempos de retencion (tr) y areas cromatogréficas del método de anélisis
HPLC se evaluaron mediante la inyeccién por triplicado en dos niveles de concentracion, de los

AINE bajo estudio (1y 7.5 pg mL™), los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 6y 7.

Tabla 6.

Repetibilidad de los tiempos de retencién de los compuestos (1 pg mL™?), analizados por HPLC-

DAD (nivel de concetracion bajo).

Tiempo de retencién, min (n=3) Areas cromatograficas, cuentas (n=3)

Compuesto _ _

X S CV, % X S CV, %
Piroxicam 12.73 0.01 0.07 700 17 2
Naproxeno 17.20 0.06 0.4 690 20 3
Diclofenaco 27.8 0.2 0.5 1260 28 2
Ibuprofeno 28.57 0.08 0.3 910 27 3

Nota: Elaboracion propia.

Los coeficientes de variacion (CV) de la medicion de los tiempos de retencion estuvieron
entre 0.07 y 0.5%, mientras que para las areas cromatograficas entre 0.7% y 3%. El CV no
superd los valores recomendados por buenas précticas de laboratorio (2% para tr, y 10% para
areas cromatograficas), indicando que el método fue reproducible, para los dos niveles de

concentracion evaluados.
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Tabla 7.

Repetibilidad de los tiempos de retencion de los compuestos AINE (7,5 pg mL™?), analizados por
HPLC-DAD (nivel de concentracion alto).

Tiempo de retencion, min (n=3) Areas cromatograficas, cuentas (n=3)
Compuesto _ _
X S CV, % X S CV, %
Piroxicam 12,.69 0.01 0.1 104 4 3
Naproxeno 17.19 0.05 0.3 95,9 0,6 0.7
Diclofenaco 21.7 0.1 0.4 179 4 2
Ibuprofeno 28.63 0.08 0.3 148 3 2

Nota: Elaboracion propia.
La linealidad y la sensibilidad del método se evalu6 basadndose en la curva de calibracion para

cada uno de los compuestos AINE. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8.

La linealidad y la sensibilidad del método HPLC-DAD para cuantificacion de los AINE bajo

estudio.
Compuesto  Ecuacion R? M Sm b Sb Syx
Piroxicam y=87.8x + 9.29 0.999 87.8 01 93 0.13 5.9
Naproxeno  y=84.3x +4.55 0.999 843 0.2 455 126 5.2
Diclofenaco y=158.4x + 13.38 0.998 1584 0.1 1338 102 122
Ibuprofeno y=117.7x + 7.16 0.998 117.7 01 716 040 9.8

Nota: Elaboracion propia.

El rango de concentraciones evaluado fue de 0,1 a 10 pg mL™, se obtuvo una adecuada
correlacion de los datos (coeficiente de determinacion R?= 0.998-0.999). La sensibilidad del
método, se determind con base en la pendiente de la curva de calibracion de cada compuesto (m=

84.2-158.4). El diclofenaco fue el compuesto con mayor sensibilidad analitica (m=158.4). La
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desviacion estandar de las pendientes de las curvas de calibracion, estuvo en el rango de 0.1 a

0.2.

Los niveles minimos de deteccion (NMD) y de cuantificacion (NMC), se calcularon con base
en la sefial minima distinguible y., que pueda ser medida y que no corresponda a una fluctuacion

estadistica de la sefial del blanco, se determiné el NMD asi:

Vi = Vb prom TSy Ecuacion 5
Yo prom=promedio de las lecturas del blanco.

SB=  desviacion estandar del blanco.
k= valor que se escoja de acuerdo con el nivel de confianza, normalmente es 3 (IUPAC).

El NMD se calcul6 asi:

Yi = Ybprom
m

NMD = Ecuacion 6

Donde m es la pendiente de la recta, sustituyendo la ecuacién 5 en la 6, se obtiene:

kS,
ksy NMC =— .
NMD =—= m Ecuacion 7

m

El nivel minimo de cuantificacion, se determind con un valor de k=10.

En la Tabla 9 se reportan los NMD y NMC para cada compuesto AINE estudiado en este

trabajo.
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Tabla 9.

Niveles minimos de deteccidn y cuantificacion de los compuestos AINE obtenidos por

HPLC/DAD.
Compuesto NMD, pug mL™ NMC, pug mL*
Piroxicam 0.2 0.7
Naproxeno 0.2 0.6
Diclofenaco 0.2 0.8

Ibuprofeno 0.3 0.8
Nota: Elaboracion propia.

3.4.  Implementacion de la Técnica de Extraccion MSPD de los AINE en Material

Vegetal.

Las siguientes fueron las variables principales de la técnica de MSPD implementado en este
estudio: tipo de solvente, tipo de dispersante, volumen de elucién; la relacién de dispersante y la
cantidad de muestra. Segun literatura (Albero, 2017), hay algunos reportes de extraccion MSPD
de farmacos en diferentes matrices. Los solventes sugeridos han sido: acetonitrilo, acetato de
etilo, metanol, algunas mezclas entre éstos y el uso de modificadores (e.g., acido férmico). Los
dispersantes de mayor uso han sido el gel de silice, Cisy el Florisil®. Por Gltimo, el volumen de
elucion tipicamente usado ha sido 10 mL (Aznar, 2017). Las extracciones realizadas se hicieron
utilizando material enriquecido con los AINE (200 pL, 25 pug mL™) segin lo descrito en la

seccion 2.7.
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3.4.1. Efecto del Solvente de Extraccion sobre la Eficiencia de Extraccion de los AINE en
Material Vegetal
Se utilizaron como solvente de extraccion (10 mL) algunas mezclas entre acetato de etilo y
metanol (100:0, 60:40, 40:60 y 100:0 v/v), aciduladas con acido formico (3% v/v). Las
extracciones se llevaron a cabo con otras variables fijas: i) el dispersante, gel de silice
modificada C1s (500 mg), ii) el material vegetal (50 mg) y iii) volumen de elucion (10 mL). Los
extractos se analizaron por HPLC/DAD. El porcentaje de recuperacion de cada compuesto se

grafico en funcion de las condiciones de su extraccion (Véase Figura 5).

La seleccion del solvente de extraccion en la técnica MSPD esta relacionada con la similitud
de la polaridad del solvente y el analito. Con el acetato de etilo se obtuvieron bajas
recuperaciones (menores que 30%), sin embargo, al agregar una cantidad de metanol (40%) la
recuperacion aumento, debido a una mayor polaridad del solvente causada por la presencia de
metanol. Por el contrario, un aumento en la cantidad de metanol en la mezcla (> 40%),
disminuyd la recuperacion de los compuestos AINE, debido a que la polaridad del solvente
aumento, pero disminuy0 algunas interacciones hidrofébicas conferidas por el acetato de etilo.
Finalmente, se seleccion6 como solvente de extraccion una solucion de &cido formico 3% v/v en

la mezcla de acetato de etilo: metanol (60:40 v/v).
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Figura 5.

Efecto del solvente de elucidn sobre la recuperacion de los AINE del material vegetal, usando la
técnica MSPD (n=2).
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Nota: Elaboracion propia.

3.4.2. Efecto del Agente de Dispersion sobre la Eficiencia de Extraccion de los AINE en
Material Vegetal

Agentes dispersantes de diferente naturaleza quimica fueron se probaron en la MSPD de
AINE en material vegetal. La gel de silice modificada, Cis, gel de silice y Florisil®, se usaron
como agentes de dispersion en la técnica MSPD. Las extracciones se llevaron a cabo con otras
variables fijas: i) solvente de elucion, una solucion de acido férmico 3% v/v en la mezcla de
acetato de etilo:metanol (60:40 v/v), ii) el material vegetal (50 mg) y iii) volumen de elucion (10
mL). Los extractos se analizaron por HPLC/DAD. En la Figura 6, se observa el efecto de los
tres dispersantes usados para la extraccion de los AINE del material vegetal, previamente

enriquecidas con los farmacos AINE.

Entre los dispersantes evaluados, los valores de eficiencia de extraccion mas altos (88-105%)
se obtuvieron con gel de silice modificada, Cis. Esto se debe a que la naturaleza quimica del

agente de dispersion es menos polar que la de los analitos, lo cual ayuda a retener compuestos
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menos polares sin afectar la extraccion de los compuestos AINE bastante polares. El Florisil®y
la gel de silice, son dispersantes mucho mas polares que la gel de silice modificada, Cis: lo cual

puede favorecer a la retencion de los AINE por estos dispersantes.
Figura 6.

Efecto del agente de dispersion de la muestra sobre la eficiencia de extraccion de los AINE del

material vegetal, usando MSPD (n=2).
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Nota: Elaboracién propia.

En los casos, cuando la recuperacion super6 el 100%, por ejemplo, el naproxeno, cuando la
matriz fue dispersada con Florisil®y para, el ibuprofeno cuando la matriz fue dispersada con gel
de silice, esto puede deberse a algunas sustancias presentes en la matriz diferentes al los analitos,
y que el dispersante no retuvo y, por ello, durante el analisis instrumental podian aparecer con el

mismo tiempo de retencidn que los compuestos de referencia, coeluyendo con ellos.
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3.4.3. Efecto del Volumen de Elucion sobre la Eficiencia de Extraccion de los AINE en
Material Vegetal
Se compararon diferentes volimenes del solvente de extraccion: 6, 8, 10 mL. Los demas
parametros se dejaron constantes. Los resultados de la eficiencia de extraccion de farmacos

AINE en funcion del volumen de elucion se muestran en la Figura 7.
Figura 7.

Efecto del volumen de elucién del solvente sobre la eficiencia de extraccion de los AINE en el

material vegetal, usando la técnica MSPD (n=2).
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Nota: Elaboracion propia.

El propoésito de evaluar este parametro, fue encontrar la menor cantidad de solvente de
elucidn sin afectar la extraccién de los analitos. En este caso, el volumen necesario para extraer
los compuestos fue de 10 mL, no se evalué una mayor cantidad de solvente de elucién, debido a
que los compuestos como el naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno tenian una recuperacion

cercana al 100% (mayor que 95%) y el piroxicam tenia una recuperacion mayor al 80%.



51

3.4.4. Efecto de la Relacion del Material Vegetal y el Dispersante sobre la Eficiencia de
Extraccion de los AINE en Material Vegetal
Se compararon diferentes relaciones de material vegetal (50 mg) y del agente dispersante:
(1:6, 1:8 y 1:10), mientras que los deméas parametros como i) el dispersante (gel de silice
modificada, Cig) ii) el solvente de extraccion (una solucion de &cido foérmico 3% v/v en la
mezcla de acetato de etilo:metanol, 60:40 v/v) y iii) volumen de elucidn (10 mL) se permanecian

constantes. Los resultados se muestran en la Figura 8.

La cantidad de agente dispersante para la y maceracion de la muestra se evalué para conocer
la proporcién adecuada que permitiera obtener una matriz vegetal dispersada, con una eficiencia
de extraccion de los analitos de los compartimetos celulares donde se albergan. Con la relacion
material vegetal:agente dispersante 1:10, se obtuvo una alta recuperacion de los farmacos AINE,

con eficiencias de extraccion entre el 84 %y 102%.
Figura 8.

Efecto de la relacidn del material vegetal y el agente dispersante sobre la eficiencia de

extraccion de los AINE en el material vegetal usando MSPD (n=2).
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Nota: Elaboracion propia.
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3.4.5. Figuras de Mérito de la Técnica de Extraccion MSPD

La exactitud del método fue medida mediante la eficiencia de extraccion de los compuestos
AINE del material vegetal enriquecido (Véase Figura 9), con base en las mejores condiciones de
extraccion obtenidas en las secciones 3.4.1 a 3.4.4. se determind la eficiencia de extraccion para
una planta acuatica mas (Azolla filiculoides) adquirida comercialmete, para determinar que tan
reproducible es la extraccion de los AINE por la MSPD en otra planta acuética. Los resultados
de eficiencia de extraccion se muestran en la Tabla 10 para A. filiculoides, y en la Tabla 11,
para S. adnata, en muestras enriquecidas con los AINE a una concentracion final del extracto de

1 pg mL, segln lo descrito en la seccion 2.7.
Figura 9.

Perfiles cromatogréaficos obtenidos por HPLC-DAD, de los extractos de muestra blanco (azul),
extracto del material vegetal enriquecido con AINE (rojo), material de referencia certificado

(verde).

1. Piroxicam
2. Naproxeno
Extracto MSPD 3. Diclofenaco
Extracto MSPD enriquecidocon los AINE a 1 pug g’
Perfil de las sustancias de referenciaa 1 pg g' 4. Ibuprofeno
5. Difenilamina (ISTD)
200 1 2 3 4 5
NN\ "\ _
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0- S— - 7
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Nota: Elaboracion propia.
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Tabla 10.

Estudio de la repetibilidad de la eficiencia de extraccion de farmacos AINE (1 pug g-1) en hojay

raiz de la planta Azolla filiculoides (n=5), usando MSPD.

Hojas Raices
Compuesto
Rec., % S CV, % Rec., % S CV, %
Piroxicam 83 5 6 77 8 10
Naproxeno 83 4 4 85 4 5
Diclofenaco 83 4 5 89 7 8
Ibuprofeno 86 3 3 96 8 9

Nota: Elaboracion propia.

Para las dos plantas acuaticas, la eficiencia de extraccion de los compuestos estuvo en un
rango de 77% al 105%, lo que cumple con lo recomendado por Buenas Practicas de Laboratorio
(70 — 120%), los coeficientes de variacién no superaron el 10%; el método de extraccion fue

aceptable en las plantas A. filiculoides y S. adnata.

Tabla 11.

Estudio de la repetibilidad de la eficiencia de extraccion de farmacos AINE (1 ug g-1) en hojay

raiz de la planta Salvinia adnata (n=5), usando MSPD.

Hojas Raices
Compuesto
Rec., % S CV, % Rec., % S CV, %
Piroxicam 93 5 5 89 3 3
Naproxeno 94 4 4 94 1 1
Diclofenaco 102 4 4 98 2 2
Ibuprofeno 102 3 3 105 3 3

Nota: Elaboracion propia.
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Para las dos plantas acuaticas, la eficiencia de extraccion de los compuestos estuvo en un
rango de 77% al 105%, lo que cumple con lo recomendado por Buenas Practicas de Laboratorio
(70 — 120%), los coeficientes de variacién no superaron el 10%; el método de extraccion fue

aceptable en las plantas A. filiculoides y S. adnata.

La reproducibilidad del método se evalud calculando la eficiencia de extraccion en dias
diferentes. Se llevaron a cabo extracciones por quintuplicado usando una concentracion de AINE
de 5 pug g?; se compararon los porcentajes de recuperacion del dia uno y después de dos

semanas. Los resultados se muestran en la Tabla 12.

Con la técnica de extraccion MSPD evaluada en dias diferentes, se obtuvieron eficiencias de
extraccion de los compuestos AINE en el rango de 87-105 %, para el dia 1, y del 94-102%, para
el dia 15 los coeficientes de variacion no superaron el 10% para ninguno de los analitos, lo que
demuestra que el método de extraccion fue reproducible y los valores obtenidos se mantuvieron
en el rango aceptado por Buenas Practicas de Laboratorio (BPL), para los dias diferentes.

Tabla 12.

Reproducibilidad de la eficiencia de extraccion de los farmacos AINE (5 pug g-1) mediante
MSPD en distintos dias de la técnica MSPD (n=5) realizada.

Dia1l Dia 15
Compuesto
Rec., % S CV, % Rec., % S CV,%
Piroxicam 87 5 6 94 8 10
Naproxeno 105 4 4 94 4 5
Diclofenaco 99 4 5 102 7 8
Ibuprofeno 93 3 3 102 8 9

Nota: Elaboracion propia.
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La técnica de extraccion MSPD implementada, se compard con la de la extraccion solido-
liquido asistida por sonicacion (frecuencia 20 Hz), descrita en la Seccién 2.7. Los resultados de

las eficiencias de extraccion se muestran en la Tabla 13.
Tabla 13.

Comparacion las eficiencias de extraccion de la técnica MSPD implementada y de la extraccion

con solvente asistida con ultrasonido.

MSPD Extraccion sélido-liquido asistida
Compuesto (n=4) por sonicacion [0] (n=4)
Rec., % CV, % Rec., % CV, %
Piroxicam 87+5 6 20+8 9
Naproxeno 105+4 4 578 10
Diclofenaco 99+4 5 90+ 10 12
Ibuprofeno 93+3 3 90 +13 15

Nota: Elaboracién propia.

La técnica de extraccion asistida por sonicacion, Picé et al. (2018) , usaron Unicamente para
la extraccion de ibuprofeno y sus metabolitos en plantas acuaticas. Las condiciones de extraccion
se replicaron y los resultados de eficiencia de extraccion para el ibuprofeno (93 £ 3%) fueron
similares a los reportados por estos autores; para el diclofenaco se obtuvo una recuperacion del
90 %; para naproxeno Yy piroxicam, las eficiencias de extraccion estuvieron por debajo del 70%,
lo que no esta acorde con el valor recomedado por Buenas Practicas de Laboratorio. Es decir, el
método de extraccion asistida por sonicacion no es selectivo para naproxeno y piroxicam. Otro
factor para comparar fueron los tiempos de extraccion. EI método MSPD implementado, requiere
30 min por cada muestra. La extraccion sélido-liquida asistida por sonicacion, demanda 110 min

por muestra, debido a un proceso muy largo de concentracion de la muestra, durante la etapa de
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concentracion del extracto. Esta comparacion muestra la practica que fue la técnica MSPD para
hacer el analisis de muestras debido a su tiempo de extraccion corto y su alta eficiencia (> 87%)

para analizar todos los compuestos AINE evaluados en este estudio.

3.5.  Andlisis de AINE y sus Metabolitos por UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS en los
Extractos MSPD de Plantas Acuéticas Expuestas a un Medio de Cultivo con Farmacos
La caracterizacion de los AINE y alguno de sus metabolitos presentes en los extractos
obtenidos por la técnica MSPD, se realiz6 por cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia
acoplada a espectometria de masas (UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS). La identificacion de los
compuestos se realiz6 determinando férmulas moleculares calculadas a partir de sus masas
exactas, por comparacién de los tiempo de retencion con las sustancias de referencia certificadas
y, estudiando los patrones de fragmentacion asi como las relaciones isotdpicas para los iones
diagnostico, se usé el software Thermo Xcalibur v3.1 (Thermo Scientific, San José, CA, EE.
UU.), la exactitud de las masas se calculé por comparacion de las masas exactas experimentales
y la calculadas (Ecuacion 8), espectros de masa y la realacion isotépica. En la Tabla 14, se
muestra el listado de los AINE y sus posibles metabolitos detectados en diferentes partes de la

planta (hoja y raiz), como resultado del experimento de interaccion planta-farmaco.

masicgleulada —MAaS Agyperimental
2 x10°©

Appm = Ecuacion 8

Masacalculada
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Tabla 14.

Masas exactas de los AINE y sus posibles metabolitos determinados por UHPLC-ESI+-
Orbitrap-MS, en los extractos obtenidos por MSPD de S. adnata. durante el experimento de

interaccion planta-farmaco.

Masa teorica, u.

Compuesto Formula [M+H]* [M+Na]* [M+NH4]" A ppm
Ibuprofeno C13H1802 - 229.1199 - 0.98
Naproxeno (NPX) C14H1403 231.10157 - - 1
Diclofenaco (DFC) C14H1:CI.NO, 296.02396 - - 1.17
Piroxicam Ci1sH13N304S 332.06995 - - -1.12
NPX-glucésido-malonato  Cz3H2601; - - 496.18133 -0.68
NPX-glucésido C20H240s - 415.13633  431.11027 -0.95
DCEF- glucésido C20H21CI:NOy 440.06628 - - 2.22
DCF- glucésido-malonato  C23H23CI2NO1o - 566.05912 - 0.87
Hidroxipiroxicam C21H25N3010S 393.15439 - - 0.91

Nota : Elaboracion propia.

La formacion de iones aductos [M+NH.]* se debe a la presencia del formiato de amonio en la
fase mdvil, casos especificos para de los metabolitos naproxeno-glucésido-malonato (NPX-glu-
mal) y naproxeno-glucosa (NPX-glucésido) que solo se han reportado en la literatura en forma
de aductos [M+NH.]* (Emhofer, 2018). En el espectro de masas del naproxeno (Figura 10A)
obtenido por UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS en modo de adquisicion step scan, se encontr6
aquella energia de HCD que permitiera detectar iones-producto sin desaparecer la sefial del ion

aducto [M+NHa4]*, el valor fue 10 eV, con él se logré registrar el ion producto caracteristico del
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naproxeno en m/z 185.10662, el cual representa la pérdida de una molécula de acido formico
(HCOOH), y confirma la presencia del grupo funcional de este acido carboxilico (Marchese,
2003) (Farré, 2007) (Shi, 2015), seguida de una pérdida del grupo metilo, para generar el ion
fragmento en m/z 170.07421. La relacion isotdpica (Figura 10 B) muestra la consistencia en las

abundancia del isétopo de carbono 13 en el ion [M+H]* del naproxeno.

En el espectro de masas del diclofenaco (Figura 11), obtenido por UHPLC-ESI*-Orbitrap-
MS en modo step scan, a una energia de HCD de 10 eV, se registro la sefial en m/z 296.02383
que corresponde a la molécula protonada del diclofenaco. La distribuicion isotdpica confirma la
presencia de dos atomos de cloro en la estructura (9 :6 :1). Los iones producto en m/z 278.01331,
m/z 250.01849 y m/z 215.04933, son producto de las pérdidas sucesivas de H.O, CO y ClI,
respectivamente. En la Figura 12, el esquema de fragmentacién tomado con modificaciones del
los articulos publicados por Galmier et al. y Stashenko, E et al. (Galmier, 2005) (Stashenko,

2020).
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Figura 10.

A. Espectro de masas obtenido por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS en modo step scan (HCD, 10
eV) del naproxeno presente en el extracto MSPD (dia 10, hojas), [M+H]+ C14H1403, en m/z
231.10157. B. Distribuicion isotopica del ion [M+H]+ en el espectro de masas.
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Nota : Elaboracion propia.
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Espectro de masas obtenido por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS en modo step scan (HCD, 10
eV) del diclofenaco en el extracto MSPD (hojas, dia 10), C14H11CI2NO2 [M+H]+ m/z

296.02396. B Distribuicion isotopica en el espectro de masas del diclofenaco obtenida por
UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS: Relacion isotopica de la sefial del ion [M+H]+ m/z 296.02383
(35Cl, 100%); m/z 297.02713 (13C, 35Cl ; 15,3%); m/z 298.02069 (35Cl, 37Cl ; 59.5%); m/z
299.02402 (13C, 35Cl, 37Cl ; 10.7%); ; m/z 300.01764 (37Cl, 37Cl; 10.6%).
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Nota: Elaboracion propia.
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Figura 12.

Esquema de fragmentacion del diclofenaco.

CO,H 0
NH, T Cl Gl =™ Cl
a a -H,0 Cl Cl -CO -Cl .
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m/z 296.02383 m/z 278.01331

[M+H]* [(M+H)-H,OJ* [(M+H)-H,O-COJ* [(M+H)-H,O-CO-Cl]*

Nota: Elaboracion propia.

En el espectro del ibuprofeno Figura 13 A aparece ion de la molécula cationizada [M+Na]".
Un ion caracteristico del ibuprofeno en m/z 161.13242, resultado de la pérdida de una molécula
de -HCOOH que confirma la presencia del grupo funcional de este acido carboxilico, seguida de
una pérdida de CH,=CH-CHs, que resulta en un ion de m/z 119.08568. La relacion isotopica
mostrada en la Figura 13 B muestra la consistencia en las abundancias del isétopo de carbono 13

en el ion [M+Na]" del ibuprofeno.

En el espectro de masas del piroxicam (Figura 14A) se observa el ion de la molécula
protonada m/z 332.06989. La presencia de los iones-producto en m/z 164.08192 y m/z
121.03979 es debida a la ruptura alfa con respecto al grupo ceto en el grupo amida. La estructura
presenta un equilibrio tautomérico ceto-endlico (Figura 15), en la forma ceto, en la estructura
puede ocurrir una reaccion retro Diels-Alder que da lugar a la formacion del ion en CgH10ON3
m/z 164.08192. [M+H]" en m/z 332.06956 correspondiente a la férmla elemental C15H1404,S
(Appm=-1.16934) presenta la distribucion isotopica m/z 332.06956 (*2C ;100%) ; m/z 333.07245

(13C :16.5%); m/z 334.06537 (**S; 4.24%) (Figura. 14 B.)
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Figura 13.

A. Espectro de masas obtenido por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS en modo step scan (HCD, 10
eV) del ibuprofeno, presente en el extracto MSPD de una muestra enriquecida con el farmaco
(30 ug kg-1), [M+Na]+ C13H1802Na m/z 229.11977. B. Distribuicidn isotopica en el espectro
de masas de ibuprofeno obtenida por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS: Relacion isotopica de la
sefial del ion [M+H]+ m/z 229.11977 (12C, 100% ); m/z 230.12306 (13C, 14.3% ).
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Figura 14.

A. Espectro de masas obtenido por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS en modo step scan (HCD, 20
eV) de piroxicam, presente en el extracto MSPD (hojas, dia 10) de [M+H]+, C15H1404,S m/z
332.06989. B. Relacion isotopica de la sefal del ion [M+H]+ m/z 332.06956 (1 2C ;100%) ; m/z
333.07245 (13C ;16.5%); m/z 334.06537 (34S; 4.24%).
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Nota: Elaboracion propia.
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Figura 15.

Ruptura Retro Diels-Alder que se produce apartir de un tautémero en la forma ceto de la

molécula piroxicam.
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Nota: Elaboracion propia.

3.6. Determinacion de la Cantidad de los AINE y sus Metabolitos Durante el Tiempo de

Interaccion Planta-Farmaco.

La cuantificacién se realizd6 mediante el método de estandarizacion interna. Se prepard una
curva de calibracion utilizando una solucién de trabajo de las sustancias de referencia
certificadas (1000 pg L) para preparar los puntos de la curva con los puntos 0.5 pug L™, 2.5 pg
LY 75 pug LY 10 pg L, 50 pg LY, 75 pg Lty 100 pg L (Figura 16) y se adiciono
difenilamina (20 pg L) como estandar interno, a los a extractos y cada punto de la curva de

calibracién.

3.6.1. Figuras de mérito del método de analisis por UHPLC/ESI*-Orbitrap-HRMS
La reproducibilidad y la repetibilidad de los tiempos de retencion y de las areas
cromatograficas del método analitico LC/MS se evaluaron inyectando por quintuplicado un

punto de la curva de calibracion (50 pg L), los resultados se muestran en la Tabla 15.
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Figura 16.
Corrientes ionicas extraidas (EIC) de iones [M+H]+ obtenidas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-

HRMS de las sustancias de referencia de los farmacos AINE (100 pg L-1).
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Nota: Elaboracion propia.

Los coeficientes de variacion para los los tiempos de retencidn no superaron el 1%, y fueron
en el rango 0,3-6% para las areas cromatogréaficas. Estos valores estuvieron de acuerdo con lo
recomendado por las Buenas Practicas de Laboratorio. Mediante la curva de calibracion, se
evalud la sensibilidad y los limites de deteccion y de cuantificacion del método. Los resultados

se muestran en las Tablas 16 y 17.
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Tabla 15.

Repetibilidad de los tiempos de retencion de los compuestos AINE (50 ug L-1), obtenidos por

UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS.

Tiempo de retencion, min (n=5).  Area cromatograficas (x10°), cuentas (n=>5).

Compuesto _ _

X S CV, % X S CV,%
Piroxicam 6,21 0,05 0,9 682 2 0,3
Naproxeno 7,11 0,05 0,7 85 5 6
Diclofenaco 7,8 0,1 1 76.9 0.8 1
Ibuprofeno 7,96 0,08 1 5.9 0.1 2

Nota: Elaboracion propia.

Tabla 16.

Linealidad y sensibilidad del método de andlisis de farmacos AINE por UHPLC-ESI+-Orbitrap-

HRMS.

Compuesto  Ecuacion R? m Sm b Sb  Sy/x
Piroxicam  y=13.38 x + 0.87 0.995 13.38 03 087 001 09
Naproxeno y=1.59 x + 0.15 0.998 1.59 0.02 015 0.04 01
Diclofenaco y=1.485 x + 0.02 0.998 1485 0.02 0.02 003 0.1
Ibuprofeno  y=0.11 x + 0.02 0.994 0.11 0.01 0.02 0.008 0.01

Nota: Elaboracion propia.
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Tabla 17.

Niveles minimos de deteccion y cuantificacion farmacos AINE del método por UHPLC-ESI+-

Orbitrap-HRMS.

Compuesto  NMD, ugL*  NMC, pg L™

Piroxicam 1 3
Naproxeno 2 8
Diclofenaco 0.6 8
Ibuprofeno 2 7

Nota: Elaboracion propia.

En el rango evaluado (0.5-100 pg L), se observé una buena linealidad para cada uno de los
compuestos AINE (coeficientes de determinacion R?= 0,994-0,998). La sensibilidad del método
para cada compuesto estd determinada por la pendiente de la curva de calibracion, porque
relaciona la variacion de la respuesta del detector con la cantidad de analito, en este caso, la
mayor sensibilidad fue registrada para el piroxicam, y, el compuesto con menor sensibilidad fue

el ibuprofeno.

La exactitud del método se evalu6 midiendo la eficiencia de extraccion de los farmacos AINE
en una concentracion mas baja (30 pg g?), adicionando AINE (200 pL, 150 pg L) con la
metodologia descrita en la seccion 2.7, en la que los compuestos y los metabolitos pueden
detectarse en plantas acudtiacas. La cuantificacion se hizo mediante el método de estandarizacion
interna, usando difenilamina como estandar interno (20 pg L™Y). Los resultados se muestran en la

Tabla 18.
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Tabla 18.

Eficiencia de extraccion de los AINE (30 ng g-1) obtenidos mediante la técnica de extraccion

MSPD de Salvinia adnata (hojas y raices), analizados por UHPLC-ESI+-Orbitrap-MS.

Hojas (n=3) Raices (n=3)
Compuesto
Rec., % S CV,% Rec.,% s CV,%
Piroxicam 77 7 9 75 3 4
Naproxeno 90 9 10 81 5 6
Diclofenaco 77 7 8 71 6 6
Ibuprofeno 75 6 7 72 9 10

Nota: Elaboracion propia.

Segun las eficiencias de extraccion de los AINE por MSPD hojas (75-90%) y en raices (71-
81%), se observa que aln en concentraciones mas bajas (30 ng g?), los resultados son

aceptables, segun las Buenas Préacticas de Laboratorio, que sugieren un rango de 70-130%.

3.6.2. Analisis por UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS de los AINE en el Experimento de
Interaccion Planta-Farmaco en Hojas y Raices.

La planta acuosa S. adnata, se expuso a cuatro farmacos AINE (100 pg L), disueltos en agua
previamente. Los detalles del montaje experimental se muestran en la Seccidn 2.8. Las hojas y
las raices se analizaron para determinar los cambios de la concentracion de farmacos AINE
durante el tiempo del experimento y, evetualmente, encontrar algin metabolito de ellos en la

planta.

La planta metaboliza los compuestos xenobioticos, generalmente, produce derivados mas
polares que el compuesto inicial. El analisis HPLC y LC/MS se efectud por cromatografia en

fase reversa, la fase movil es mas polar que la fase estacionaria, entonces, l1os compuestos mas
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polares van a eluir mas rapido, presentaran los tiempos de retencién menores que los comuestos

AINE sin metabolizar (Anexo F, I, K).

Figura 17.

Distribucion del piroxicam en la planta S. adnata (hojas y raices) medido durante la exposicion
de la planta S. adnata al fArmaco disuelto en agua (dias 5, 10 y 15) y luego en ausencia del
farmaco (dias 20 y 25) (n=5).
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Nota: Elaboracion propia.

En el experimento preliminar, en donde la planta Salvinia adnata se expuso a los farmacos
AINE (100 pg L) durante 35 dias, se determind que en el dia 15 hubo una mayor cantidad de
los farmacos en la planta, y se seleciond como el dia para hacer el cambio del medio de cultivo
acuoso con farmacos AINE al medio de cultivo sin farmacos, y asi evaluar la cantidad remanente

de los farmacos en la planta (Véanse Anexos L y M).
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En los extractos MSPD fue comin encontrar una mayor cantidad en agua de los AINE sin
metabolizar en las raices (Véanse Figuras 17-19), porque el compuesto se absorbe
principalmente por la raiz y luego se trasloca por la planta, en sus formas transformadas por el
metabolismo. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Emhofer y colaboradores (2018)
en la planta Lepidium sativum (Emhofer, 2018). Luego del dia 15, el medio se cambi6 a un
medio de cultivo libre de farmacos AINE, esto llevo a que la cantidad de los AINE disminuyera
tanto en hojas como en raices. se encontraron trazas del naproxeno, piroxicam y diclofenaco que
aun quedaban almacenados por diez dias mas, es decir, en la planta sin transformacion

metabolica (Vénase Figura 17-19).

Figura 18.

Distribucidn del naproxeno en la planta S. adnata (hojas y raices) medido durante la exposicién
de la planta S. adnata al fArmaco disuelto en agua (dias 5, 10 y 15) y luego en ausencia del
farmaco (dias 20 y 25) (n=5).
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Nota: Elaboracion propia.
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La capacidad de traslocacion de un compuesto en una planta se ha descrito como el cambio de

su concentracion en la raiz con respecto al otro érgano en el cual se mide (Ecuacion 9).

[Organo de interés (hoja)]

[raiz] Ecuacién 9

Factor de traslocacion

Si el factor de traslocacion es mayor que 1, el compuesto prefiere migrar a otro 6rgano de la
planta, si el factor es menor que 1, el compuesto no se trasloca. En la Tabla 19, se encuentra el
factor de traslocacién para cada compuesto AINE encontrado durante el experimento de

interaccion planta-farmaco.

Tabla 19.

Factor de traslocacion de los farmacos AINE encontrados durante el experimento de interaccion

de la planta S. adnata y los fArmacos AINE.

Factor de traslocacion, dias

Compuesto

5 10 15
Piroxicam 0.4 14.6 1.1
Naproxeno 0.4 0.6 0.8
Diclofenaco 0.3 0.9 1.2

Nota: Elaboracion propia.

La capacidad de absorber y bioacumular un compuesto, se ha relacionado con el coeficiente
octanol-agua (Kow), véase Tabla 20, que mide la solubilidad diferencial de un soluto en esos dos
disolventes (Wasik, 1981). Se ha elegido el n-octanol por ser un compuesto organico que simula
el material lipidico de la biota, en particulas o sedimentos organicos. Este coeficiente simula el
caracter hidrofobo de una sustancia o la afinidad hacia los lipidos, cuando esta disuelta en agua.

Esta propiedad puede explicar como un compuesto polar puede traspasarse a través de la capa
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lipidica de una célula y llegar a bioacumularse. Con un valor bajo de Kow (<3) indica la probable
movilidad y transporte de compuesto por su buena solubilidad, es decir, hay que esperar una
escasa bioacumulacion (Yalkowskyx, 1983). Por el contrario, un valor alto de Kow (>3) indica
posible absorcion en tejidos grasos, suelo y sedimentos. Por lo tanto, es probable la
bioconcentracion o bioacumulacion de estos compuestos y la escasa movilidad de ellos favorece

la toxicidad (Yalkowsky, 1980).

Figura 19.

Distribucidn del diclofenaco en la planta S. adnata (hojas y raices) medido durante la
exposicion de la planta S. adnata al farmaco disuelto en agua (dias 5, 10 y 15) y luego en

ausencia del farmaco (dias 20 y 25) (n=5).
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Tabla 20.

Valores de Kow de los farmacos AINE.

Compuesto Kow
Piroxicam 3.06
Naproxeno 3.18
Diclofenaco 451
Ibuprofeno 3.97
Nota: Elaboracion propia.

Con respecto al piroxicam, durante el experimento de interaccion planta-farmaco, se observo
una menor cantidad de compuesto en los dias en que se retird el medio de cultivo con los AINE
(dias 15 al 25) (Figura 17). Esto se puede relacionar con su menor valor de Kow (Yalkowsky,
1980) con respecto a los demas AINE, por tanto es el compuesto con mayor movilidad en la
planta y no tiende a almacenarse. Por el contrario, el naproxeno y el diclofenaco (Figuras 18 y
19), tuvieron mayor acumulacion en raices y en hojas después de que se retiraron estos AINE del
medio (dias 20 al 25), estos compuestos tienen mayor Kqw que el piroxicam, y permanecieron
maés tiempo en la planta, debido a que tienen menor capacidad de movilizarse por su mayor

afinidad con los tejidos en donde se acumulan.

El piroxicam al tener menor Kow que los demas AINE, tiene mayor afinidad con el agua, lo
que lo lleva a tener una mejor movilidad y traslocacién en la planta, que se ve reflejado en su
factor de traslocacion (14.6) que alcanzd durante el dia 10. El ibuprofeno y algunos de sus
derivados reportados en literatura estuvieron por debajo del nivel de deteccion (Ferrando-
Climent, 2012) (Pietrini, 2015) (Marco-Urrea, 2009), no se determinaron en raiz ni en hoja de la
planta, es probable que la absorcion se haya dado y, el compuesto se pueda metabolizar en

conjugados liposolubles, pero debido al uso de los solventes polares (técnica MSPD) no fueron
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extraidos. Sin embargo, el ibuprofeno pudo degradarse por accion de la luz solar o condiciones
ambientales, como fue reportado por Goldstein y colaboradores, que al realizar el experimento
de interaccién planta-ibuprofeno con pepino y tomate, en varios casos, no se pudo determinar su
presencia de los productos de su metabolismo y, en algunos casos, el ibuprofeno se degrado en
su totalidad en el medio de cultivo antes de terminar el experimento. Sin embargo, el ibuprofeno
en el agua fue detectado e identificado mediante la técnica de extraccion en fase solida (SPE) y

posterior analisis por LC/MS (los resultados se muestran en el Anexo N).

La mayor cantidad de metabolitos, se determind en las hojas, mientras que en las raices la
cantidad fue menor; debido a que los farmacos mayormente se traslocan y se almacenan en las
vacuolas de la planta en sus formas metabolizadas (Sandermann, 1977). La duracion del
experimento, permitio ver metabolitos principalmente de la fase Il (conjugacién), como los
derivados glucosilados y los conjugados con &cido maldnico, como en el caso del naproxeno y el
diclofenaco (Fu, 2017). Estos productos derivados del metabolismo se mantuvieron en el tiempo,
mayormente en las hojas, aun en los dias que la planta previamente expuesta a los farmacos se
traslad6 a un medio acuoso sin estos, sin embargo, el diclofenaco-glucésido en el dia 25 (Anexo
J), obtuvo un aumento de concentracion en raiz a comparaciéon de los demas dias, que puede
indicar una posible traslocacién de este metabolito al medio acuoso. En literatura, no hay reporte
de la interaccion planta-farmaco del piroxicam, la informacion que se utilizé para encontrar el
hidroxipiroxicam (Anexos E-F) fueron de reportes de metabolitos encontrados de piroxicam en
animales y en humanos (Woolf, 1989) (McKinney, 2004) (Modhave, 2011), debido a que el
metabolismo de estos compuestos en animales y plantas es ejecutado por el mismo grupo de

enzimas, generando productos similares en humanos y plantas.



75

4. Conclusiones
Se implementd la técnica de la dispersion de la matriz en fase sélida (MSPD), usando los
parametros de relacion material vegetal:gel de silice modificada con Cis (1:10), como solvente
de elucion (10 mL) una solucion de acido férmico al 3% (v/v) en acetato de etilo:metanol (60:40
v/v); para el analisis de farmacos AINE en la planta Salvinia adnata (hojas y raices). Con la
técnica MSPD, se obtuvieron eficiencias de recuperacion de los AINE en la planta Salvinia

adnata aceptables (87-105%) y con coeficientes de variacion que no superaron el 10%.

La metodologia implementada por HPLC/DAD para el analisis de farmacos AINE, cumple
los requerimientos establecidos por Buenas Préacticas de Laboratorio (BPL) en cuanto a la
reproducibilidad y la repetibilidad de tiempos de retencion y areas cromatograficas, con
coeficientes de variacion de 0.07 - 0.5% y 0.7 - 3%, respectivamente, utilizando como fase mavil
KH2PO4 en agua (5 mM, pH=4.0) y acetonitrilo, en modo gradiente y una columna Gemini Cig

(250 mm x 4.6 mm x 5 um), con una separacion cromatografica aceptable (Rs > 1.5).

Se detectaron e identificaron los farmacos AINE y algunos de sus productos de
transformacion, por UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS con los modificadores NHsHCO> (5 mM) y
acido formico 0.1% v/v, en agua y metanol, como fase movil, a 0.3 mL min™, en una columna
ZORBAX Eclipse XDB-C1g (50 mm x 2.1 mm x 1.8 um). Los compuestos AINE se identificaron
segun los tiempos de retencion de los materiales de referencia certificados, composicion
elemental y distribucion isotdpica de los iones de las moléculas protonadas o cationizadas, y el

analisis de los patrones de fragmentacion.
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La planta Salvinia adnata previamente expuesta a los farmacos AINE, presentd una mayor
concentracion de los AINE sin transformar principalmente en las raices, debido a que la
absorcion primeramente se generd en este organo de la planta. Por el contrario, los metabolitos
como el naproxeno-glucosa-malonato, hidroxipiroxicam y diclofenaco-glucésido, se encontraron

mas en las hojas que en las raices, y en mayor concentracion, durante los dias 10 y 15.
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5. Recomendaciones

Evaluar los métodos intrumentales HPLC/DAD y UHPLC-ESI*-Orbitrap-HRMS vy la técnica
de extraccion MSPD implementada en otras matrices de plantas acuéticas para determinar el
efecto matriz en la eficiencia de extraccion de los farmacos AINE.

Realizar el experimento de interaccion planta-farmaco en intervalos de tiempo més cortos,
para favorecer la deteccion de metabolitos de la fase | y su conversion a derivados conjugados en

la fase 11 del metabolismo.
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Apéndices
Apéndice 1.

Foto de la planta Salvinia Adnata. Familia: Salvinaceae.

Nota: Elaboracion propia. Lugar: CENIVAN (UIS), 3 de febrero de 2021.
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Apéndice 2.

Foto de la planta Azolla filiculoides.

Nota: Elaboracién propia. Lugar: CENIVAN (UIS), 3 de febrero de 2021.

Apéndice 3.

Planta Salvinia adnata liofilizada.

Nota: Elaboracién propia. Lugar: CENIVAN (UIS), 8 de marzo de 2021.

Apéndice 4.
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Montaje experimental de los ensayos planta-farmaco.

Nota: Elaboracion propia. Lugar: CENIVAN (UIS), 20 de febrero de 2021.

Apéndice 5.

Distribucién del hidroxipiroxicam en la planta S. adnata (hojas y raices) medido durante la
exposicion de la planta S. adnata al farmaco disuelto en agua (dias 5, 10 y 15) y luego en

ausencia del farmaco (dias 20 y 25) (n=5).
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Nota: Elaboracion propia.
Apéndice 6.

Corrientes ionicas extraidas de moléculas protonadas de piroxicam e hidroxipiroxicam
obtenidas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS. Analisis del extracto MSPD de hojas (S. adnata,
dia 10) (n=5).

90 N
w ﬂ [ I
80 PN N N
Jl J ﬂ om RT:623 —
- o S Rz, Piroxicam
Hidroxipiroxicam ﬂ

‘‘‘‘‘‘‘‘‘

Nota: Elaboracion propia.

Apéndice 7.

Distribucidn del naproxeno-glucésido-malonato en la planta S. adnata (hojas y raices) medido
durante la exposicion de la planta S. adnata al farmaco disuelto en agua (dias 5, 10y 15) y
luego en ausencia del farmaco (dias 20 y 25) (n=5).
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Nota: Elaboracion propia.
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Apéndice 8.

Distribucion del naproxeno-glucésido en la planta S. adnata (hojas y raices) medido durante la
exposicion de la planta S. adnata al farmaco disuelto en agua (dias 5, 10 y 15) y luego en

ausencia del farmaco (dias 20 y 25) (n=5).
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Nota: Elaboracion propia.

Apéndice 9.

Corrientes ionicas extraidas de moléculas protonadas de naproxeno-glucésido, naproxeno-
glucésido-malonato y naproxeno obtenidas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS. Analisis del
extracto MSPD de hojas (S. adnata, dia 10) (n=5).
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Nota: Elaboracion propia.
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Apéndice 10.

Distribucion del diclofenaco-glucésido en la planta S. adnata (hojas y raices) medido durante la
exposicion de la planta al farmaco disuelto en agua (dias 5, 10 y 15) y luego en ausencia del
farmaco (dias 20 y 25) (n=5).
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Nota: Elaboracion propia.

Apéndice 11.

Corrientes ionicas extraidas de moléculas protonadas de diclofenaco, diclofenaco-glucorénido-
malonato y diclofenaco-glucésido obtenidas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS. Analisis del
extracto MSPD de hojas (S. adnata, dia 10) (n=5).
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Nota: Elaboracion propia.



Apéndice 12.

Distribucion del diclofenaco en la planta Salvinia adnata (hojas y raices) medido durante la
exposicion de la planta al farmaco disuelto en agua durante 35 dias.
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Nota: Elaboracion propia.

Apéndice 13.

Distribucidn del naproxeno en la planta Salvinia adnata (hojas y raices) medido durante la
exposicion de la planta al farmaco disuelto en agua durante 35 dias.
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Nota: Elaboracion propia.

Apéndice 14.

Cambio de concentracién del ibuprofeno (100 pg L-1) en el medio acuoso sin la presencia de la
platan Salvinia adnata, extraido mediante la técnica SPE y analizado por UHPLC-ESI+-
Orbitrap-HRMS.
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Nota: Elaboracion propia.



