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RESUMEN

El estudio del metabolismo de farmacos representa un pilar fundamental en la
investigacién farmacéutica, ya que permite comprender su comportamiento bioldgico,
perfil de seguridad y posibles interacciones. Sin embargo, los métodos tradicionales
basados en ensayos in vivo 0 sistemas bioldgicos in vitro presentan limitaciones
significativas en términos de complejidad operativa, costos econémicos y dificultad
para aislar metabolitos especificos. En este contexto, el presente trabajo de titulacion
aborda una revision bibliografica exhaustiva sobre el uso de técnicas electroquimicas
y cromatograficas como alternativa metodologica para el estudio de metabolitos,
utilizando al Metronidazol como molécula modelo debido a su metabolismo
ampliamente caracterizado en la literatura cientifica.

Un aspecto crucial identificado en la revisién es que la generacién electroquimica de
metabolitos requiere un control preciso de diversos parametros experimentales que
influyen directamente en el rendimiento y la reproducibilidad de las reacciones. Entre
estos parametros se encuentran el potencial aplicado, el material del electrodo
(carbono vitreo, BDD o platino), la composicion de la solucion electrolitica, el tiempo
de electrdlisis, el pH del medio y la temperatura de reaccién. La optimizacién de estas
variables permite simular de manera controlada las condiciones del metabolismo
hepatico, donde el electrodo funciona como un analogo del sitio activo de enzimas
como el citocromo P450.

Para aplicaciones que requieren maxima sensibilidad y selectividad, especialmente
cuando se trabaja con matrices bioldgicas complejas como plasma, orina o tejidos, la
revision destaca la importancia del acoplamiento de la cromatografia liquida
con espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). Esta configuracion analitica
permite no solo cuantificar el farmaco y sus metabolitos a concentraciones traza (del
orden de nanogramos por mililitro), sino también confirmar su identidad estructural
mediante el monitoreo de transiciones idnicas especificas, como se reporta en
estudios farmacocinéticos que emplean estandares internos isotopicos para
garantizar la precision de los resultados.

La revision también aborda las estrategias de preparacion de muestras,
particularmente la extraccién en fase soélida (SPE), que resulta indispensable para
eliminar interferencias de la matriz y concentrar los analitos antes del analisis

cromatografico. En este sentido, los estudios revisados reportan recuperaciones



superiores al 80% para el Metronidazol y sus metabolitos principales, con efectos de
matriz minimos cuando se utilizan procedimientos optimizados.

En cuanto a los métodos cromatograficos, la revisidon evidencia que la eleccién del
sistema de deteccion depende fundamentalmente de los objetivos del analisis y la
complejidad de la muestra. Mientras que el HPLC-UV sigue siendo una opcién
robusta, accesible y suficientemente sensible para muchos laboratorios, el UPLC-
MS/MS se posiciona como la técnica de referencia para estudios regulatorios, analisis
de residuos en alimentos o investigaciones farmacocinéticas que demandan los mas

altos estandares de sensibilidad y especificidad.

JUSTIFICACION

La investigaciéon de la biotransformacion de los farmacos implica la participaciéon de
organismos completos vivos, células aisladas, preparados enzimaticos con ciertas
condiciones de uso y multiples requisitos experimentales. Todos estos estudios
representan un alto grado de complejidad. La investigacion de la estabilidad
metabdlica de nuevos farmacos busca nuevas técnicas de investigacion que permita
avanzar con mayor agilidad en el conocimiento del comportamiento de los farmacos
con miras a reducir el numero de experimentos de mayor complejidad a un nivel de

confirmacion de la informacion.

La posibilidad de una bateria de pruebas in vitro que permitan tener un panorama
predictivo acertado del comportamiento in vivo de los farmacos, si bien, no sustituye
los estudios in vivo permite una mejor seleccién de moléculas con propiedades y
posibilidades de éxito y permite también hacer un selectivo disefio de experimentos
in vivo que aporten los datos desconocidos del farmaco sin necesidad de hacer una
exhaustiva cantidad de pruebas in vivo dado que se tiene ya un mapa de datos

confiables.

La determinacion de la susceptibilidad a la oxidacion de las moléculas mediante
electroquimica es una forma relativamente sencilla de aportar esa informacion tanto
de la estabilidad fisicoquimica, como de la tendencia biolégica de las moléculas. Por
tratarse de una técnica instrumental altamente sensible no solamente aporta el dato

de susceptibilidad, sino también informacion de los potenciales necesarios para que



la reaccion ocurra, lo cual plantea procesos predictivos muy interesantes acerca de la

estabilidad quimica y bioldgica.

La separacion e identificacion de los productos de la oxidacion de las moléculas
mediante celdas electroquimicas, forma la segunda parte de la investigacién. Esta
segunda parte resulta tan fundamental para el estudio del destino fisicoquimico y
bioldgico de los farmacos como la primera, no es posible concluir la investigacion sin
plantear, cuales son los productos de la reaccion. Las técnicas de separacion
acopladas a detectores de identificacion resultan ser las herramientas analiticas que

ayudan a resolver esta segunda parte de la investigacion.

En este trabajo se plantea realizar una revision de la informacién reportada hasta el
momento acerca de este método para obtener informacion sobre la susceptibilidad a
la oxidacion de una molécula seleccionada mediante celdas electroquimicas vy el
acoplamiento y los métodos utilizados para la separacion e identificacion de los

productos de la oxidacion.

El Metronidazol, es una molécula modelo, ejemplo seleccionado, dado que su
metabolismo es plenamente conocido y sus metabolitos identificados. Lo que se
busca es demostrar en la revision la utilidad y la confiabilidad de la alternativa como
medio para establecer las posibles vias oxidativas quimicas y/o biologicas de los

farmacos.

OBJETIVOS

Objetivo general

e Realizar una busqueda de informacion sobre el desarrollo de métodos
utilizados para la separacion e identificacion de metabolitos de Metronidazol.

Objetivos particulares

e Revisar métodos electroquimicos para determinar la susceptibilidad de la
molécula a reacciones redox.

e Revisar métodos utilizados para la separacion e identificacion de los productos
de la redox de Metronidazol.

e Revisar métodos cromatograficos para el analisis de Metronidazol y sus

derivados



INTRODUCCION

El Metronidazol, un agente antimicrobiano nitroimidazolico de uso clinico
generalizado, constituye un tratamiento de primera linea para infecciones
protozoarias y anaerdbicas. Su mecanismo de accién, dependiente de la reduccion
bioquimica del grupo nitro (-NO,) en su estructura molecular, es fundamental para su
actividad citotoxica selectiva contra microorganismos anaerobios. Esta misma
caracteristica redox, sin embargo, también influye en su perfil de estabilidad, su
metabolismo y la formacién de metabolitos y productos de degradacion, cuya

identificacion es crucial para evaluar la seguridad y eficacia del farmaco.

El estudio de la biotransformacion de farmacos es un pilar fundamental en la
investigacion farmacologica, ya que impacta directamente en su eficacia, toxicidad y
farmacocinética. En el caso del Metronidazol, la comprension de sus vias
metabdlicas, particularmente las reacciones redox iniciales, es esencial para explicar
el destino del farmaco in vivo y predecir potenciales interacciones o efectos adversos.
Tradicionalmente, los estudios de metabolismo se han llevado a cabo utilizando
sistemas in vitro como los microsomas hepaticos humanos (HLM), los cuales
contienen enzimas clave como el citocromo P450 (CYP). No obstante, estos sistemas
bioldgicos presentan limitaciones, incluyendo la presencia de interferencias en su
matriz, la ausencia de ciertas enzimas de fase Il y la dificultad para aislar metabolitos

reactivos.

La electroquimica (EC) surge como una alternativa prometedora para la investigacion
del metabolismo de fase |, centrandose en las reacciones de oxidacion y reducciéon
donde el intercambio de electrones es primordial. La versatilidad de las reacciones
electroquimicas permite simular una amplia gama de vias oxidativas que pueden
imitar las actividades de las enzimas CYP450. Técnicas como la voltamperometria
permiten determinar la susceptibilidad redox de una molécula, elucidar mecanismos
de reaccién y caracterizar su estabilidad electroquimica bajo diversas condiciones.
Sin embargo, la electroquimica por si sola a menudo no es suficiente para la
identificacion exacta de las especies generadas, especialmente en mezclas

complejas de reaccion.



Es aqui donde las técnicas de separacion cromatografica, particularmente acopladas
a la espectrometria de masas (MS), demuestran su poder resolutivo. La cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) y la cromatografia de gases (GC) se han establecido
como métodos robustos para la separacion, cuantificacion e identificacidon estructural
del Metronidazol y sus derivados. La combinacion de la electroquimica con la
cromatografia (EC-LC) permite una estrategia poderosa: la generacion electroquimica
de metabolitos potenciales seguida de su separacion e identificacion cromatografica,
facilitando la correlacion directa entre los procesos redox observados y la formacion

de productos especificos.

Por lo tanto, el presente trabajo tiene como objetivo general realizar una busqueda
sistematica de informacion sobre el desarrollo de métodos utilizados para la
separacion e identificacion de metabolitos de Metronidazol. Para alcanzar este fin, se
establecen los siguientes objetivos particulares: en primer lugar, revisar métodos
electroquimicos aplicados para determinar la susceptibilidad de la molécula a
reacciones redox y caracterizar sus procesos electroquimicos fundamentales. En
segundo término, revisar los métodos analiticos empleados para la separacion e
identificacion especifica de los productos resultantes de dichas reacciones redox.
Finalmente, se buscararevisar y comparar los métodos cromatograficos mas
relevantes reportados en la literatura para el analisis de Metronidazol y sus derivados,
con el propédsito de ofrecer una vision integral y actualizada del estado del arte en la

caracterizacion analitica de este crucial farmaco y sus productos de transformacion.

MARCO TEORICO

Técnicas de separacion

El proceso analitico puede definirse como una serie de operaciones, puede dividirse
en tres etapas elementales: operaciones previas, medicidn de la sefal analitica y
toma y tratamiento de datos. La primera comprende como operaciones previas la
toma y preparacion de la muestra, desarrollo de las reacciones analiticas (si se

requiere), la segunda etapa es la medicidon de la sefal en el instrumento, en la ultima



etapa, se recopilan y se analizan las sehales y datos provenientes del instrumento
para ofrecer resultados y respuestas (Valcarcel, 1988).

En la inmensa mayoria de los problemas analiticos reales se debe separar, identificar
y/o medir cuantitativamente uno o mas componentes de una mezcla compleja.

Una separacion analitica puede definirse como una operacién que consiste en dividir
una mezcla (muestra) en por lo menos dos partes de distinta composicion, de tal
manera que se enriquezca una de las fracciones en un componente con relacion al
resto, en toda separacion se generan dos fases quedando el analito en una de ellas.
Las técnicas de separaciéon forman parte de la primera etapa, se utilizan en el proceso
analitico para mejorar dos aspectos esenciales del mismo: la selectividad y la
sensibilidad. Con frecuencia los métodos analiticos carecen de un nivel adecuado de
estos parametros, esto sucede cuando las muestras contienen especies con rasgos
similares a las del analito (como es el caso en este proyecto en el que se pretende
analizar diferentes metabolitos del farmaco Metronidazol), o sencillamente perturban
en la medicion (efecto matriz), un paso previo de separacion es indispensable para
aislar el analito de las interferencias. La inclusion de la separacion en la metodologia
analitica posibilita la separacion individual de todos o varios componentes de la
muestra, simultaneamente permitiendo su analisis, tal como ocurre en la

cromatografia (Seiler, 1994).

Técnicas de identificacion

En general las técnicas empleadas para la identificacién y caracterizacion de
compuestos organicos son las técnicas analiticas avanzadas como la espectroscopia,
entre las mas utilizadas se encuentran la resonancia magnética nuclear (RMN o
NMR), la espectroscopia de infrarrojo (IR) asi como la espectrometria de masas (MS),
empleadas para determinar la estructura y composicion de los compuestos. Cada una
de estas técnicas proporciona informacién complementaria sobre la estructura
molecular, los grupos funcionales presentes y la masa molecular, siendo esenciales

tanto en la investigacion como en el control de calidad de farmacos y sus metabolitos.

En la tabla 1, se presenta las técnicas RMN, IRy MS.



Técnica Fundamento Ventajas Compuestos

analizados
Interaccidon de nucleos con Determina estructura Compuestos con
RMN  campo magnético y completa, diferenciacion nucleos NMR-activos
radiofrecuencia. de isbmeros. (1H, 13C).
Absorcién de radiacion IR Rapida, sencilla, Moléculas con
IR — vibraciones identifica grupos enlaces polares (OH,
moleculares. funcionales. NH, NO,).
. . o Farmacos,
lonizacion y deteccidn de Alta sensibilidad, masa .
MS metabolitos,

m/z. molecular exacta. . ,
biomoléculas.

Es necesario decir que todas los métodos y técnicas presentan ventajas y
desventajas, pero esto va en funcién de las necesidades que se tengan y la capacidad
de la técnica en ser adaptada a una serie de procesos para obtener el producto de

interés, en este caso obtener metabolitos de Metronidazol (A. J. Bard, 2001).

De primera instancia, para este caso particular, la obtencion de metabolitos de
Metronidazol por técnicas de electroquimica es una técnica sencilla, rapida y que
implica un costo muy bajo a comparacion de las técnicas in vitro, ya que los recursos
necesarios son los minimos, a diferencia de un cultivo celular o de tejidos ya que
requieren condiciones ambientales muy especificas, ademas que no todos los
procesos y mecanismos de reaccion y obtencion de los metabolitos por células y
tejidos son conocidos, su rendimiento depende mucho de la célula que se tenga y la
extraccion final extiende el tiempo de proceso, en general eleva los costos y alarga el

tiempo necesario para la obtencion de resultados (A. J. Bard, 2001).

Las técnicas electroquimicas han avanzado mucho, actualmente se puede controlar
el medio de reaccion facilmente, con minimos recursos necesarios para obtener un
buen rendimiento, los mecanismos de reaccion son conocidos y ha sido posible
favorecer la reaccion para obtener el o los metabolitos de interés, todo esto hace que
la técnica sea la ideal para obtener metabolitos de forma rapida y facil (A. J. Bard,
2001).

Los métodos cromatograficos estan en funcién del tipo de muestra que se tenga,
aunque son adaptables entre si, hay que tener en cuenta el interés principal, en este
caso el objetivo es la deteccion y cuantificacion de los diferentes metabolitos que se

pueden obtener del Metronidazol por electroquimica, el HPLC es el método indicado



ya que nos permite separar moléculas por afinidad entre la fase mévil y la fase
estacionaria, es facil de emplear, tiene gran sensibilidad y permite la determinacion
de analitos en muestras organicas, inorganicas o de producto biolégico (A. J. Bard,
2001).

Metronidazol

Los nitroimidazoles son un tipo de compuestos heterociclicos de imidazol, que
contienen nitro (NOz2) en la posicion 5 (5-nitroimidazol), cuyas sustancias quimicas
representativas incluyen principalmente Dimetridazol, Metronidazol, Ronidazol,
Ornidazol, Sernidazol y Tinidazol (Sun, 2007).

Los nitroimidazoles son usados comunmente como antibioticos, y resultan ser muy
efectivos en el tratamiento contra microorganismos anaerobios (Vallvey, 2007).
Debido a sus excelentes actividades antibacterianas y antihelminticas, son usados a
menudo para el manejo y la prevencién de infecciones y parasitos (Gentili, 2005). Los
nitroimidazoles como bactericidas, a través de metabolitos toxicos, inducen la ruptura
de la cadena de ADN.

La resistencia de este grupo de farmacos, hoy en dia, se vuelve cada vez mas comun,
debid a diversos motivos, desde el uso indistinto para diversos padecimientos que no
requieran el uso de este grupo de antibidticos, hasta la aparicion de genes de
resistencia especificos codificadores (nim; codificador de un producto de resistencia
al 5-nitroimidazol) de enzimas, causantes de la transformacion de principios activos a
sustancias no toxicas para las bacterias, resultando asi en su poca o nula absorcién

y su completa eliminacion del organismo (Smith, 2018).

El  Metronidazol (2-metil-5-nitroimidazol-1-etanol) destac6 dentro de los
nitroimidazoles, fue el antimicrobiano prototipo de nitroimidazol, debido a que primero
se introdujo originalmente para tratar Trichomonas vaginalis, pero ahora en la
actualidad se usa para el tratamiento de infecciones causados por diversos
anaerobios y protozoos gracias a la eficacia que se ha descubierto contra estos
microorganismos a través de los afios (Lamp, 1999). El Metronidazol es un principio

activo lipofilico, un farmaco basico débil con un pKa igual 2.62 (Jewell, 2007), en forma



de cristales de color blanco o amarillo claro con un peso molecular de 171.2 g/mol, es

un agente sintético antibacteriano y antiparasitario.

K\OH
N
- \&ch

N
Figura 1. Estructura del Metronidazol (Naveed, 2014).

Susceptibilidad de Metronidazol a reacciones redox.

Las reacciones enzimaticas que participan en la biotransformacién de farmacos son
de dos tipos: reacciones de Fase | (oxidaciones, reducciones e hidrdlisis) y reacciones

de Fase Il (conjugacion).

En los mamiferos, incluyendo al humano, la principal via de biotransformacion del
Metronidazol es el metabolismo oxidativo. Las principales modificaciones que se dan
en la estructura quimica del Metronidazol son sobre sus cadenas alifaticas que
finalmente dan origen a las formas metabdlicas hidroxilada, acetilada, asi como a
metabolitos conjugados con glucurdnidos respectivamente. La importancia clinica que
tiene conocer la biotransformacion oxidativa radica en que frecuentemente los
metabolitos hidroxilados o carboxilados sirven como sustrato para ser metabolizados
por reacciones de conjugacion con acido glucuronico y formar los glucurénidos éter o
glucurdnicos ésteres de los farmacos correspondientes, metabolitos que son mas
polares y, por tanto, mas hidrosolubles que el compuesto original y mas faciles de

eliminar con la orina.
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Figura 2. Metronidazol, a) derivados oxidados, b) metabolitos en su forma reducida.
(Dingsdag & Hunter, 2017).

Por otro lado, las reducciones son el segundo grupo de reacciones metabdlicas de
farmacos mas frecuentes. Sin embargo, las reducciones pueden dar lugar a la
formacion de radicales libres tdxicos. La activacion reductora del grupo nitro puede
provocar la activacion del Metronidazol, lo que da como resultado la fragmentacion y
la citotoxicidad del imidazol. Alternativamente, puede ocurrir la reduccion del grupo
nitro al derivado amino no toxico referido aqui como “inactivacién reductora”. La
inactivacién reductora de Metronidazol al derivado amino estable y no tdxico es
insensible al oxigeno, ocurre en pasos de dos electrones, consumiendo un total de

seis electrones.



La activacién reductora del Metronidazol consume cuatro electrones y se propone que
ocurra en una serie de pasos donde se consuman uno o dos electrones que conducen
a la fision del anillo y la formacion de derivados citotoxicos transitorios. Se ha
propuesto que el proceso de activacidn reductora es citotoxico, ya que el Metronidazol
actua como un aceptor alternativo de electrones, inhibiendo la fuerza motriz del protén
y disminuyendo la produccion de ATP. Se propone el primer paso de la activacion
reductora de Metronidazol para formar el nitro libre seguido de los derivados nitroso,

radical nitroso e hidroxilamina (Dingsdag & Hunter, 2017) Figura 2.

Métodos de electroquimicos para determinar la susceptibilidad
de la molécula a reacciones redox.

Actualmente se esta en la busqueda de métodos que permitan la obtencién y el
estudio de metabolitos sin la necesidad de ensayos in vivo, en este sentido las
técnicas electroquimicas son capaces de simular la biotransformacion de los
farmacos (Gul, 2015; Wronski 2023), en particular del Metronidazol a partir de
reacciones redox induciendo la oxidacion y/6 reduccion del grupo nitro (-NO,) del
Metronidazol, generando metabolitos como 2-hidroximetronidazol, donde el electrodo
empleado funciona como el sitio activo de una enzima, pues cede o acepta electrones

generando una reaccién redox.

Todas estas biotransformaciones en el humano ocurren en el higado el principal
organo encargado en llevar a cabo la mayoria de las reacciones del Metronidazol
mencionadas (Bendesky, A., Menéndez, D. 2001). Con el uso de técnicas como la
electroquimica es posible obtener y estudiar sus metabolitos sin necesidad de

ensayos in vivo.

Entre las técnicas mas empleadas se encuentra la voltamperometria ciclica (CV), que
permite identificar los potenciales a los cuales ocurre la oxidacién o reduccion del
farmaco, reproduciendo los primeros pasos de su metabolismo. Mientras que por
electrolisis (aplicacion de un potencial fijo) es posible mantener condiciones
controladas para transformar al Metronidazol de forma analoga a lo que ocurre en el

higado.



La electrolisis es un proceso electroquimico frecuentemente usado para la
degradacion de Metronidazol, se ha reportado que el uso de esta técnica es mejor en

comparacion del uso de UV/H202 (Maldonado, 2025), para el mismo fin.

La electrosintesis es una técnica que permite la obtencién de una amplia variedad de
moléculas organicas mediante reacciones de reduccion (en el catodo) y oxidacion (en
el anodo). Es un método que ofrece diversas ventajas, en sintesis. En primer lugar,
es una técnica selectiva; de hecho, para una molécula que posee varios grupos
reducibles u oxidable, es posible controlar el potencial correspondiente a la oxidacion
o reduccion de la funcidn especifica de interés, por el contrario, encontrar un agente
quimico reductor u oxidante selectivo. De manera similar, si un compuesto tiene varios
estados de oxidacion o reduccion accesibles, sera mucho mas sencillo
electroquimicamente generar un estado especifico de oxidacion o reduccién que a

través de rutas mas convencionales (Temgoua, 2024).

Otro factor que puede considerarse como una ventaja de la electrosintesis es la
posibilidad de controlar la cinética de una reaccion modulando el potencial aplicado
al electrodo de trabajo. En lugar de aumentar la temperatura del medio de reaccion,
sera posible, por ejemplo, acelerar una reaccion de reduccién aplicando un potencial
mas negativo (catodico), o, en el caso de una reacciéon de oxidacion, un potencial mas
positivo (anddico) que aquel correspondiente al enlace o funcidon a reducir u oxidar. Al
cuantificar el numero de electrones introducidos (o0 extraidos) en un sistema, es
posible deducir el numero y la naturaleza de los pasos requeridos para una

transformacién quimica.

Algunos estudios basados en el uso de la electroquimica para la generacion de

metabolitos de Metronidazol se presentan en la Tabla 2.



Tabla 2. Técnicas electroquimicas usada en la obtencion de los metabolitos de

Metronidazol

Mecanismo de
Técnica Descripcion Oxidacion del Referencia
Metronidazol

El Metronidazol se oxida
a través del grupo nitro (-
NO.), generando

Se aplica un barrido
de potencial al
electrodo de trabajo y

. . intermediarios
. se mide la corriente en . .
Voltamperometria e , detectables como picos  Liu, Y., et
funcion del cambio de

Ciclica (CV) : . de oxidacién. La al., 2017
potencial. Permite R
. o ) oxidacion inicial ocurre en
identificar reacciones .
un paso asociado a la

redox y sus picos L
. transicion redox del grupo
caracteristicos. nitro

Se aplica un potencial La oxidacion del
constante y se registra Metronidazol se observa
la corriente a lo largo  como corriente generada Rojas, H., &

Amperometria del tiempo. Util para  constante. y permite Rios, E.,
estudiar la cinética de evaluar la velocidad del 2020
transferencia proceso en funcion del
electronica. potencial aplicado.

Técnica que utiliza
pulsos de voltaje en
lugar de barridos

Voltamperometria continuos. Mejora la

de Pulso sensibilidad y

Diferencial (DPV) resolucion frente a CV,
permitiendo detectar
con precision picos de
oxidacion.

Detecta con mayor
resolucion los picos de
oxidacion del grupo nitro
(-NO,), lo que facilita la
identificacion de
metabolitos o productos
intermedios en bajas
concentraciones.

Para la generacion de los metabolitos de Metronidazol, se debe considerar las
condiciones operativas que incluyen la temperatura, el pH, y la velocidad de barrido
que influyen en el comportamiento electroquimico del Metronidazol (Zhang, Z., et. al.,
2018). Otros parametros que considerar son el potencial aplicado, el tipo de electrodo

y la solucion electrolitica (Tabla 3)

Tabla 3. Descripcion de parametros electroquimicos para la obtencion de metabolitos

de Metronidazol,



Parametro Descripcion Referencia

Determina el nivel de energia necesario para
que el Metronidazol sufra la oxidacién de su

Potencial : ., Liu, Y., etal.,
Aplicado grupo nitro .(-NOZ), lo que 'conduce fa.la formacion 2017

de metabolitos. Es un parametro critico para

controlar la reaccion.

El material y diseno del electrodo afectan la

sensibilidad, la resolucion de las reacciones Rojas, H., &
Tipo de Electrodo redox y la estabilidad del sistema durante la Rios, E.,

oxidacion. Electrodos de carbono vitreo, BDD o 2020

Pt son los mas comunes.

Proporciona el medio adecuado para las
Solucién .rea.cciones de oxidacion y facilita el trgnsporte Liu Y. etal
Electrolitica ionico. Usualmente se emplean soluciones 201’7 v v

acuosas (p. ej. tampones fosfato o acetato) para

estabilizar y permitir la reaccién redox.

La eleccion de la técnica (Voltamperometria
Técnica Ciclica, Voltamperometria de Pulso Diferencial, Rojas, H., &
Electroquimica etc.) define la forma de aplicar el potencial y Rios, E.,

(e.g., CV, DPV) medir la corriente, lo que impacta en la deteccion 2020
de intermediarios y la resolucién de picos redox.

Duracion durante la cual se aplica un potencial

constante para llevar a cabo la transformacion Gul. T.. et al
electroquimica a escala preparativa. Un tiempo 201’5 v "
suficiente asegura una conversion adecuada del

Metronidazol a sus metabolitos.

La temperatura del sistema influye en la cinética
de la reaccion, la difusion de especies hacia el
- ) Zhang, Z., et
Temperatura electrodo y la estabilidad de los metabolitos al. 2018
generados. Un control preciso optimiza el v
rendimiento de la reaccién.

Tiempo de
Electrolisis

Como se ha mencionado la electroquimica se ha usado como método alternativo que
permite la obtencion de derivados de Metronidazol (metabolitos, compuestos de
degradacion etc.), sin embargo, una vez obtenidos los derivados de Metronidazol por

reacciones redox el siguiente paso es la deteccién y cuantificacion de los compuestos.

El paso crucial entones es la caracterizacion y purificacion de los metabolitos
obtenidos. Dado que las reacciones electroquimicas con frecuencia son incompletas,
se requiere un método de separacion como la cromatografia liquida preparativa (LC)
como paso final para la purificacion de metabolitos. Dependiendo del tipo de

compuestos sera la seleccion de la técnica mas adecuada, por ejemplo: la separacion



quiral por LC puede emplearse para purificar los estereoisomeros de metabolitos de

interés.

Métodos utilizados para la identificacion de los productos de la
oxidacion de Metronidazol

Debido a la importancia de los nitrocompuestos aromaticos han surgido diversas
técnicas para su identificacion y cuantificacion como: espectroscépicas,

electroquimicas, y cromatograficas.
A continuacion, se presenta la Tabla 3 que resume las diferentes técnicas analiticas.

Tabla 3 Técnicas analiticas para la identificacion y cuantificacién de metronidazol.

Criterio Cromatografia Espectroscopia Electroquimica
Separacion . L ~ L
. e P Interaccién de radiacion  Sefales eléctricas
Principio de basada en o
.. . ! electromagnética con generadas por
separacion / interaccion fase ) -
. o materia (absorcion, procesos redox
deteccion movil / fase gy . .
emision, etc.). (corriente, potencial).

estacionaria.

Voltamperometria,
amperometria,
potenciometria,
impedancia.

UV-Vis, IR, fluorescencia,
RMN, espectrometria de
masas cuando se acopla.

Tipos HPLC, GC, TLC,
principales etc.

Separacion de
mezcla, pureza,
Informacién cuantificacion

Cinética, potenciales

Estructural, cualitativa y .
redox, mecanismos,

cuantitativa; estados

obtenida incluso acoplado - . : deteccion de analitos
electronicos/vibracionales. .
con detectores electroactivos.
selectivos.
Muy alta con
Alta (depende y
electrodos

del detector), Depende: UV-Vis (UM),

Sensibilidad  frecuentemente fluorescencia (nM-pM),
ng-pg en buenos RMN mas bajo.
detectores.

especializados; a
veces similar o mejor
que cromatografia
para ciertos analitos.

Alta si se usan

Alta con fases y Alta si espectros claros, electrodos

Selectividad condiciones } modificados,
bandas bien separadas. .
adecuadas. condiciones
optimizadas.
. Generalmente poca .
. Volumenes ) Muy poco; puede
Requerimiento muestra; menor .
moderados, a ., . funcionar con
de muestra preparacion dependiendo : .
menudo matrices complejas

de la técnica.



Criterio

Aplicaciones
comunes

Ventajas

Limitaciones

Ventajas
practicas en
nitroimidazoles

Limitaciones
especificas
para
nitroimidazoles

Cromatografia

preparacion de
muestra extensa.

Espectroscopia

Control de e s
. ... ldentificaciéon molecular,

calidad, analisis s

) cuantificacion en mezclas
ambiental, . .

L simples, estudios

farmacéutica,

. estructurales.
pesticidas.

Muy buena para
separar mezclas
complejas; alta
precision.

Rapido, da informacién
estructural; no siempre
destructiva.

Costoso,
consumibles,
tiempo; algunas
muestras dificiles
de preparar.

Algunas técnicas caras;
interferencias;
limitaciones en muestras
complejas.

Alta sensibilidad

y robustez;

confirmacion

mediante . e

MS/MS. Buen Simples, rapidos; utiles
ara reéiduos en cuando se necesita

glimentos control rapido o

analisis ’ verificacion inicial.

regulatorio Baratos en instrumental

L basico. Métodos

cumplimiento de

limites mu fluorescentes / SERS

baios Mét)(/)dos utiles para cribado,

vafi da‘ dos en deteccion relativamente

e rapida.
multiples

matrices: carne,
leche, productos

apicolas.

Equipos Menor sensibilidad
costosos (MS, comparada con MS o con
UHPLC). electroquimica

modificada; para
concentraciones muy
leche, miel) bajas puede no ser
requieren suficiente. Interferentes
limpieza extensa, del espectro UV o
SPE, dSPE, etc. fluorescencia pueden

Las muestras
complejas (tejido,

Electroquimica

si la electro actividad
permite.

Sensores, deteccion
de trazas, analisis en
sitio, estudios de
reactividad redox.

Alta sensibilidad;
posibilidad de
analisis directo/in
situ; bajo costo
operativo.

Solo para
compuestos
electroactivos;
posible interferencia,
formacion de
productos
secundarios,
ensuciamiento del
electrodo.

Muy buenos LOD y
respuestas rapidas.
Posibilidad de
construir dispositivos
portatiles, sensores.
No siempre se
requiere preparacion
extensa de muestra
comparado con
cromatografia/MS.
Electroquimica
relativamente mas
economica para
rutina en campo /
laboratorio basico
modelo.

Sélo aplicable si el
compuesto es
electroactivo (el
grupo nitro lo permite
en muchos casos,
pero la configuracion
quimica y pH son
criticos). Electrodos
pueden ensuciarse,



Criterio Cromatografia Espectroscopia Electroquimica

Tiempo de afectar exactitud. SERS u perder sensibilidad
adquisicion y otros métodos pueden con el tiempo. En
procesamiento  requerir preparacion del matrices complejas
puede ser mayor. sustrato, reproducibilidad puede haber

Algunos puede ser un problema. interferentes

nitroimidazoles electroquimicos

con similares (otros compuestos

propiedades reducibles/oxidables).

pueden coeluir si En ocasiones

la separacién no calibraciones

esta bien rigurosas necesarias

optimizada. para asegurar
cuantificacion
apropiada.

Métodos cromatograficos para el analisis de Metronidazol y sus
derivados.

De acuerdo con lo reportado en “Development of a UPLC-MS/MS method for
quantitation of metronidazole and 2-hydroxy metronidazole in human plasma and its
application to a pharmacokinetic study” de Stephani Stancil y su equipo de trabajo,
utilizaron para su método Metronidazol como principio activo y 2-hidroximetronidazol
como metabolito. Un método de espectrometria de masas por cromatografia liquida
de ultra rendimiento (UPLC-MS/MS). Se realiz6 la cuantificacion simultanea de
Metronidazol y 2-hidroximetronidazol en plasma humano. desarrollado y validado. El
Metronidazol y el 2-hidroximetronidazol se extrajeron de un pequeio volumen de
plasma humano (10 puL) mediante extraccidn en fase sodlida equilibrada hidrofilica
lipdfila en placas de elucion p de 96 pocillos. La separacion cromatografica de los
analitos se logré en un Acquity UPLC BEH con columna C18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm)
usando elucion en gradiente con una mezcla de 0,1% de acido féormico en agua y
0,1% de acido formico en metanol a un caudal de 0,25 mL/min. Masa La deteccion
espectrométrica se logro mediante monitoreo de reacciones multiples (MRM) en iones
positivos. Modo de ionizacion por electropulverizacion (ESI). Las transiciones idnicas
se optimizaron a m/z 171,85 -> 127,9 para Metronidazol a m/z187,9 ->125,9 para 2-
hidroximetronidazol. El ensayo fue lineal para ambos analitos en el rango de

concentracion de 0,1-300 uM; precisiones intra e inter ensayo y las precisiones fueron



<13%. Las recuperaciones de Metronidazol y 2-hidroximetronidazol oscilaron entre
88-99% y 78-86% respectivamente. Efectos de matriz para Metronidazol y 2-
hidroximetronidazol en plasma oscilo entre 102-105% y 99-106%, respectivamente.
Por disefo, este método se presta a un alto rendimiento de muestras y tiene la

potencial para ser automatizado (Stancil, S. et al., 2017)

A la fecha se han desarrollado diferentes métodos analiticos cromatograficos para el
analisis de Metronidazol y sus derivados, evaluando distintos parametros
cromatograficos para optimizar la separacion y deteccion de estos compuestos. De
acuerdo con lo reportado en la literatura, el sistema cromatografico para este tipo de

analisis incluye los siguientes elementos:

e Una columna de fase reversa, como C18, ya que puede ser adecuada para
compuestos con diferentes niveles de polaridad. EI Metronidazol en particular
es moderadamente polar, mientras que sus metabolitos oxidados (como 2-
hidroximetronidazol y acidos carboxilicos oxidados) pueden ser mas polares

debido a la introduccién de grupos hidroxilo o carboxilo (Sharma et al., 2019).

e Una fase movil con gradiente de acetonitrilo o metanol y agua tamponada (pH
3-4, con acido fosférico o acético), ayuda a separar el Metronidazol y sus
metabolitos oxidados al ajustar la retencién segun su polaridad (Pérez et al.,
2017).

e Por las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula es posible usar
detectores UV-Visible. Debido a que el Metronidazol y sus metabolitos
presentan absorcion caracteristica en la region ultravioleta (200-320 nm), por
lo que es necesario seleccionar una longitud de onda adecuada para
maximizar la deteccion de cada compuesto. Por ejemplo, el Metronidazol
muestra una absorcion maxima de 320 nm, sin embargo, los productos
derivados de Metronidazol pueden presentar maximos de absorbancia a
longitudes de onda desplazadas debido a la formacién de nuevos cromoforos
(Hua et al., 2020). Sin embargo, cuando se analizan matrices complejas como
plasma, orina o tejidos, es recomendable el uso de espectrometria de masas
(HPLC-MS/MS o UHPLC-MS/MS) para una mayor sensibilidad y selectividad.



Recientes estudios muestran que este enfoque permite identificar y cuantificar
con precision tanto el Metronidazol como sus metabolitos, incluso a
concentraciones muy bajas, minimizando interferencias de la matriz y
aumentando la confiabilidad del analisis (Sharma et al., 2019; Chen et al.,
2021).

e En cuanto alos tiempos de retencién se ha reportado que el Metronidazol suele
presentar un tiempo de retencién menor que sus metabolitos oxidados (Wei et
al., 2018).

Cuando se trata de matrices complejas, las técnicas de extraccion en fase sdlida
(SPE) o precipitacion de proteinas permiten para eliminar interferencias antes del
analisis por HPLC. Esto es especialmente util al trabajar con matrices como plasma o
medios de cultivo (Sharma et al., 2019). Otros estudios evaluan por cromatografia el
Metronidazol y sus metabolitos en matrices complejas como plasma de humano
(Zhang, Lopez, Sanchez), orina (Sharma et al. (2014)) 6 plasma de ratéon (Kumar et
al. (2017), en donde se analizan compuestos como: 2-hidroximetronidazol y

Metronidazol glucurénido.

e Otro aspecto a considerar es el uso de estandares internos. Usar un estandar
interno estable, como un derivado isotopico del Metronidazol o un compuesto
estructuralmente similar, ayuda a cuantificar los metabolitos mediante
comparacién de areas bajo la curva (AUC). Esto permite corregir errores por

variaciones instrumentales (Kumar et al., 2021).

° Para la cuantificacion del Metronidazol y sus derivados, usualmente se
construye curvas de calibracion para cada compuesto utilizando concentraciones
conocidas. El método se valida y se reportan los parametros de validacion, como
linealidad, precision y limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ), para

garantizar resultados confiables (Fasching et al., 2020).

e Acoplamiento con deteccion electroquimica (HPLC-ECD). Para mejorar la
sensibilidad, utiliza un detector electroquimico después de la separacion

cromatografica. Este enfoque es ideal para detectar metabolitos oxidados con



alta actividad electroquimica, como los productos hidroxilados o nitro del
Metronidazol (Pérez et al., 2017).

En la tabla 5, se presenta un resumen de las condiciones cromatograficas empleadas

en la cuantificacion de Metronidazol y sus derivados, reportadas en la literatura.

Tabla 5. Condiciones cromatograficas empleadas en la cuantificacién de Metronidazol

y sus derivados

Analito

Metronidazol

Metronidazol

Metronidazol

Metronidazol

Metronidazol

Metronidazol

Metronidazol

Columna

C18 (250
mm x 4.6
mm, 5 uym)

C18 (150
mm x 4.6
mm, 5 uym)

C18 (250
mm x 4.6
mm, 5 um)

C18 (250
mm x 4.6
mm, 5 ym)

C18 (150
mm x 4.0
mm, 5 um)

C18 (250
mm % 4.6
mm, 5 uym)
C18 (150
mm % 4.6
mm, 5 uym)

Fase Movil

Acetonitrilo:agua (30:70,
v/v) con 0.1% acido
férmico, pH 3.0

50% acetonitrilo / 50%
solucién acuosa de
acido férmico (0.1%)

3% acetonitrilo en agua
desionizada con 0.5%
acido ortofosforico, pH
2.5

35% acetonitrilo en 0.02
M acido acético, pH 4.0

Acetonitrilo:solucion
acuosa de fosfato
monobasico 50 mM vy
0.1% trietilamina, pH
3.0 (10:90, v/v)

Acetonitrilo:agua (30:70,
v/v) con 0.1% acido
férmico, pH 3.0

Acetonitrilo:agua (50:50,

v/v) con 0.1% acido
férmico, pH 3.0

Gradiente /

Tiempo
Inicio con
70% agua /
30%
acetonitrilo,
aumentar a
50%

acetonitrilo en

15 min

0-10 min: 30%

B/70% A,
luego
aumentar
gradualmente
B hasta 70%
en 20 min

No
especificado

No

especificado

Isocratico

Isocratico

Isocratico

Deteccion Referencia

UV a 320
nm

UV a 320
nm

UV a 254
nm

UV a313
nm

UV a 320
nm

UV a 320

nm

UV a 320
nm

Wang et al.
(2012)

Lopez et al.
(2015)

Emami et al.
(2006)

Garcia et al.
(1998)

Dos Anjos et
al. (2023)

Rashid et al.
(2018)

Sandhu et al.
(2019)



Gradiente /

Analito Columna Fase Movil Ti Deteccion Referencia
iempo
C18 (250  Acetonitrilo:agua (30:70, .
Metronidazol mm x 4.6  v/v) con 0.1% acido Isocratico UvVia320  Linde etal.

mm, 5 ym) férmico, pH 3.0 nm (2017)

C18 (250  Acetonitrilo:agua (50:50,
Metronidazol mm x 4.6  v/v) con 0.1% acido Isocréatico Uvia320 Guptaetal.
Srmi nm (2019)
mm, 5 ym) férmico, pH 3.0

C18 (250  Acetonitrilo:agua (30:70,
Metronidazol mm x 4.6  v/v) con 0.1% acido Isocratico UVia320 Patel etal.
- nm (2020)
mm, 5 ym) férmico, pH 3.0

CONCLUSION

La presente revision bibliografica permitié recolectar informacion respecto al uso de
técnicas electroquimicas y métodos cromatograficos para el estudio de los
metabolitos del Metronidazol. A lo largo de este analisis, se ha corroborado que la
electroquimica representa una alternativa sdlida, reproducible y econémicamente
viable para simular las reacciones redox de fase | que caracterizan el metabolismo
hepatico de este farmaco. Técnicas como la voltamperometria ciclica, la
amperometria y la voltamperometria de pulso diferencial han demostrado ser eficaces
para elucidar los mecanismos de oxidacion y reduccién del grupo nitro del
Metronidazol, asi como para generar sus principales derivados, entre los que

destacan el 2-hidroximetronidazol y el acido N-(2-hidroxietil)-oxamico.

Por otro lado, se constatdé que la cromatografia liquida de alta resolucion,
especialmente en sus modalidades UHPLC y HPLC acoplada a detectores de masas
o electroquimicos, constituye la herramienta analitica por excelencia para la
separacion, identificacion y cuantificacion confiable de estos metabolitos, incluso en
matrices biolégicas complejas. La combinacion de ambas aproximaciones
(electroquimica y cromatografia) se puede considerar como una estrategia
metodoldgica poderosa que no solo facilita la generacion controlada de metabolitos,
sino que también permite su caracterizacion estructural con alta sensibilidad y

selectividad.



En conjunto, esta revisién subraya la viabilidad de emplear sistemas electroquimicos

como modelos predictivos del metabolismo oxidativo del Metronidazol, lo que puede

contribuir a optimizar las etapas preclinicas de desarrollo de farmacos, reducir la

dependencia de ensayos in vivo en fases tempranas y agilizar la identificacion de

metabolitos con relevancia farmacoldgica o toxicolégica. Futuras investigaciones

podrian orientarse a la estandarizacion de protocolos y al acoplamiento en flujo

continuo entre celdas electroquimicas y sistemas cromatograficos, con el fin de

potenciar la reproducibilidad y el rendimiento analitico de esta prometedora

aproximacion metodologica.
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