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I. Introduccion

Entre 2013 y 2019 el Center for Drug Evaluation and Research (CDER), dependencia de
la FDA (Food and Drugs Administration) aprobd 276 nuevos medicamentos terapéuticos
(Willis T. & Lipkus, A., 2020). En 2015, se dio a conocer que los medicamentos quirales
aceptados eran compuestos enantioméricamente puros, con una configuracion absoluta (CA)
bien definida (Calcaterra A. y D’acquarica I., 2018). Por lo cual, durante el descubrimiento
de nuevos farmacos se considera fundamental la quiralidad, debido a la diferencia de
actividades entre enantiomeros. En ocasiones un enantidbmero es activo, mientras que el otro
es toxico en los sistemas biologicos. En consecuencia, las autoridades regulatorias han
exigido la evaluacion de cada enantiomero en el desarrollo de fa&rmacos esteroisomericos,
debido a esto la industria farmacéutica prefiere generar compuestos enantioméricamente
puros (Zhang Y., et al., 2005).

En los ultimos 30 afios, se ha reconocido la técnica de cromatografia de alta resolucion
(CLAR) como una herramienta importante en el campo de la enantioseparacién, debido a la
rapidez, reproducibilidad y temperatura de funcionamiento suave, asi como la disponibilidad
de un gran namero de selectores quirales (Yang Y., et al., 2021). Ademas, es una técnica
versatil y facil de usar durante el proceso de obtencion de moléculas quirales, gracias a la
amplia gama de deteccidn de sustancias quimicas y el bajo tiempo de implementacién (Cerra
B., et al., 2020).

Es preciso sefialar que esta técnica enantioselectiva resulta muy flexible, ya que permite
emplear detectores UV-Vis, espectrémetro de masas (MS) y quirépticos. Sin embargo, en la
actualidad también se considera relevante la disponibilidad comercial de fases estacionarias
quirales o conocidas como CSP, por sus siglas en inglés, capaces de resolver una amplia
gama de compuestos quirales en condiciones de elucion multimodal (Rosetti A., et al., 2020).
Con base en lo anterior, es importante realizar una revision bibliogréfica de los avances e
innovaciones en la técnica CLAR para la evaluacion y separacion de nuevos medicamentos

enantioméricos.



I1. Objetivos
11.1 Objetivo general

Elaborar una revision bibliografica de la aplicacion de la técnica CLAR para el anélisis y

separacion de nuevas moléculas con actividad bioldgica.
11.2 Objetivos particulares

-Elaborar una revision bibliografica de las nuevas moléculas con actividad biolégica para

las que se empleo la técnica CLAR.

-Investigar y analizar en la bibliografia las condiciones analiticas empleadas mediante la
técnica CLAR para la separacion e identificacion de nuevas moléculas con actividad

bioldgica.

-ldentificar los métodos analiticos mas frecuentes a través de la bibliografia disponible

para la cuantificacion y analisis de nuevas moléculas con actividad bioldgica.

-Recopilar las principales innovaciones respecto a las fases estacionarias quirales a través

de la bibliografia disponible para el analisis de farmacos quirales.
1. Metodologia y lugar de realizacion

El presente proyecto se desarroll6 de forma remota con apoyo del Laboratorio de Farmacia
Molecular y Liberacion Controlada (N-106) ubicado en el edificio N, Departamento de

Sistemas Biol6gicos de la Universidad Autdnoma Metropolitana Unidad Xochimilco.

La busqueda de articulos cientificos incluyé palabras clave sobre las generalidades,
caracteristicas, métodos de obtencion y aplicaciones de moléculas quirales, nuevas entidades
moleculares aprobadas, mezclas racémicas y enantiomeros individuales. Dicha investigacion
se realizd en diversas bases de datos, algunas de las cuales se encuentran disponibles en la
Biblioteca de la Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad Xochimilco (BiDi-UAMX).
Bajo el mismo esquema de trabajo se recopilaron publicaciones sobre las generalidades de la
cromatografia, ademas de las condiciones de uso que han mostrado resultados prometedores

para la cuantificacion de este tipo de moléculas.



Finalmente, con la informacion obtenida en cada aspecto, se elaboré un articulo de

revision sustentado en el contenido de revistas internacionales.

IV. Resultados y meta alcanzada

La consulta en la base de datos de la FDA para identificar los medicamentos aprobados
en el periodo de enero de 2016 a diciembre de 2020 evidencio que el 61.84% de las entidades
moleculares aprobadas en afios recientes, son enantiomeros individuales, con base en este
dato, se investigaron los conceptos basicos relacionados con moléculas que poseen
caracteristicas quirales como su clasificacion (Food and Drugs Administration, 2016-2020).
Ademaés, se menciona la evolucidn respecto a la comercializacién de este tipo de moléculas,
pues una vez conocidos los efectos bioldgicos de la administracion de ambos enantiémeros,
se comenzO la busqueda de métodos para aislar la estructura con mejores atributos
terapéuticos. Todo esto, conlleva a apartados donde se describen los diferentes procesos de
sintesis de compuestos quirales, destacandose la técnica tipo asimétrica que dispone de una
gran variedad de recursos como las moléculas 6rgano-catalizadoras, las cuales obtuvieron el
premio nobel en quimica en 2020 (Chinchilla, 2020; Sanganyado et al., 2017; Shen et al.,
2016).

Por otro lado, se identificaron los métodos principales de analisis de enantidmeros, asi se
profundiz6 sobre la cromatografia liquida de alta resolucion debido a que resulté ser un
instrumento versatil que ha sido empleado durante aproximadamente 30 afios para la
separacion y purificacion de estructuras quirales (Casado et al., 2020; Yang et al., 2021).
Dada la relevancia de CLAR, se incluyeron conceptos estrechamente relacionados con el
tema tales como su fundamento, asi como los diferentes tipos de elucidacién estructural que

pueden ser de fase reversa, normal o mixto.

Considerando la importancia de la columna cromatografica se investigaron sus dos
componentes principales: los empaques y las fases estacionarias. En el caso de los primeros
se encontrd que pueden ser clasificados de acuerdo con su tamafo, estructura o material con
el que fueron elaborados, mientras que las segundas pueden ordenarse considerando el tipo
de elucidacién para el que se disefiaron como las fases reversas y las fases estacionarias
quirales. Ademas, se encontraron algunas formas de aumentar la vida Util de este importante

aditamento como el lavado de la columna o la filtracion de disolventes y muestras.



También se investigaron otros factores importantes que pueden influir en el proceso de
andlisis como la fase mdvil, la temperatura, el pH y el tipo de elucidn ya sea isocratico o en
gradiente. Otro tema que se considerd relevante son los detectores por lo que se mencionaron
aquellos que son Utiles en el reconocimiento de enantiomeros. Por Gltimo, se presentan los
nuevos medicamentos con caracteristicas quirales aprobados durante enero de 2019 a

diciembre de 2020 y sus condiciones analiticas.

V. Discusion

De acuerdo con los resultados obtenidos, puede afirmarse que la técnica CLAR continda
siendo una de las herramientas empleadas con mas frecuencia para el andlisis de
enantiémeros por lo que algunas de sus partes fundamentales como las fases estacionarias se
mantienen en evolucién constante, su revision permite identificar la disponibilidad de una
gran variedad de recursos para la separacion de analitos complicados o que sirven para

optimizar un proceso.

La investigacion de las nuevas entidades moleculares con caracteristicas quirales permitid
retomar antecedentes historicos para comprender las razones por las cuales comenzaron a
disminuir las aprobaciones de mezclas racémicas mientras que aumentaban las de
medicamentos con enantiomeros individuales, ademéas mediante el estudio de las condiciones
analiticas se pudo reconocer que las fases tipo C18 y el detector UV-Vis son los recursos mas

empleados para este tipo de compuestos.

Toda la informacion obtenida se buscé en bases de datos como PUBMED, BIDIUAM,
ELSEVIER, Wiley online library y en la FDA. Una de las limitantes durante el proceso fue
que muchos de los autores no retoman conceptos simples de cromatografia, en su lugar
utilizan términos técnicos que dificultan la comprension a lo largo de los articulos, ademas
algunos temas relacionados con la composicién de las fases estacionarias requirieron mas
tiempo de basqueda debido a que en muchos casos no se hacia la diferenciacion entre

empaque Yy fase estacionaria.

V1. Conclusién

Finalmente, mediante esta revision bibliografica se lograron identificar los principios

activos con caracteristicas quirales que fueron aprobados recientemente, los métodos



analiticos disponibles para su identificacion, asi como las condiciones empleadas usualmente
para su elucidacion y analisis. Ademas, se incluyeron las fases estacionarias quirales que son
el recurso mas reciente para la optimizacion y separacion de enantiomeros. Sin embargo, es
importante mencionar que pese a la gran variedad de informacion disponible referente al
tema aun existen varias moléculas que carecen de algun articulo en donde se describa el

método analitico para su estudio.

VII. Perspectiva.

La informacidén obtenida de todos los articulos permitira tener una nocion mas clara sobre
los recursos disponibles y dificultades que se pueden presentar en la préactica experimental al
emplear la cromatografia liquida de alta resolucién como una técnica para el analisis de
moléculas. También permitira emplear los conocimientos relacionados con el lenguaje
técnico para garantizar una mejor comprension por parte del analista respecto a las

actividades que se estaran realizando en la separacion e identificacion de enantibmeros.
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IX. Anexo 1. Articulo de revision bibliogréafica

Review:

m Aplicacion de la técnica de Cromatografia i
s Liquida de Alta Resolucion (CLAR) para el
Casa abierta al tiempo

unversiap autonoma — analisis y separacion de nuevas moléculas con
METROPOLITANA L o
Unidad Xochimilco actividad bioldgica.

L g\

ey

Juarez Hernandez Marisol 2  Rodriguez Villar Karen?  Aguila-Rosas Javier?

! Laboratorio de Farmacia Molecular y Liberacién Controlada (N-106), Departamento de
Sistemas Biologicos, Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco, Calz. del
Hueso 1100, Coapa, Villa Quietud, Coyoacan, 04960 Ciudad de México, CDMX

2 Laboratorio de Sintesis y Aislamiento de Sustancias Bioactivas (N-015), Departamento de
Sistemas Biologicos, Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco, Calz. del
Hueso 1100, Coapa, Villa Quietud, Coyoacan, 04960 Ciudad de México, CDMX

Resumen

En este articulo de revision se presentan las nuevas entidades moleculares a base de
enantibmeros aprobadas por la FDA, también se describen las condiciones analiticas
empleadas durante su estudio con la técnica CLAR, previo a este tema se establecen tanto
términos asociados con el método de andlisis, asi como conceptos relacionados con los
isémeros lo que facilita la comprension de los apartados a lo largo del escrito. Ademas, se
describe la evolucion de la técnica en aspectos como las fases estacionarias que recientemente

se volvieron mas especificas para el reconocimiento y separacion de enantiomeros.
Palabras clave: HPLC, actividad bioldgica, enantiomeros, racémicos.

1 Introduccion

Los enantiomeros son moléculas que cuentan con una imagen especular, son muy
similares en cuanto a caracteristicas fisicoquimicas y presentan la misma composicién
atdmica. No obstante, al ser administrados como un agente terapéutico su actividad bioldgica
puede ser completamente diferente, por tal motivo las autoridades regulatorias de cada pais,
previo a la aprobacion de nuevas entidades moleculares solicitan a las empresas
farmacéuticas el andlisis completo de ambas estructuras y de ser posible comercializar

Unicamente el compuesto con mejores atributos. Con el fin de obtener Unicamente uno de
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los enantiomeros se desarroll6 la sintesis asimétrica que emplea diversos métodos para lograr

altos rendimientos y optimizar recursos.

Una de las principales dificultades en los procesos de desarrollo de enantiomeros
terapéuticos es encontrar la técnica analitica adecuada para la separacion, estudio e
identificacion de este tipo de analitos, aunque existen varias opciones, la cromatografia
liquida de alta resolucion (CLAR) cuenta con recursos como la amplia variedad de fases

estacionarias y detectores que la vuelven la mas indicada para obtener excelentes resultados.

Actualmente existen varias investigaciones en donde se describen las condiciones
analiticas en CLAR empleadas durante el estudio de diversos compuestos, sin embargo, tales
reportes suelen realizarse para analitos especificos y la mayoria de los autores no informan
si las estructuras son enantidbmeros, caracteristica que no deberia pasar desapercibida dada su
importancia a nivel terapéutico, ademas este tipo de moléculas requieren circunstancias

especiales para poder diferenciar entre ambos enantiomeros.

Dada la situacion anterior la presente revision bibliogréfica incluye las condiciones
empleadas en CLAR para el anlisis, separacion y determinacion de nuevas entidades
moleculares con caracteristicas quirales aprobadas en los afios 2019-2020, lo que también
permite identificar si existe alguna similitud o preferencia por parte de los analistas a la hora
de examinar enantibmeros. Ademas, se incluye una breve descripcion de las fases
estacionarias quirales, creadas recientemente con el objetivo de optimizar la tarea de la

separacion.
2 Descubrimiento y obtencion de farmacos

El descubrimiento y obtencion de fa&rmacos es un proceso complejo el cual inicia con la
identificacion de compuestos que se unen a un blanco terapéutico o que muestran actividad
biolégica (figura 1). Se estima que el proceso de desarrollo de un farmaco hasta su
incorporacion al mercado puede tardar aproximadamente entre 10 y 15 afios, invirtiendo
alrededor de 800 millones de ddlares, siendo la etapa clinica la de mayor inversion econémica
y de tiempo (Food and Drugs Administration, 2018). EIl elevado costo de investigacion se

asocia principalmente a la gran cantidad de moléculas que fallan en una o varias etapas del
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desarrollo, sobre todo considerando que en afos pasados el proceso se realizaba utilizando

unicamente métodos experimentales (Saldivar-Gonzélez et al., 2017; Wouters et al., 2020).

™ \ \
Descubrimiento Investigacion Investigacion Revision por Monitoreo
y desarrollo preclinica clinica parte de la FDA post-venta
/

Figura 1. Etapas principales del desarrollo de farmacos.

En la actualidad los protocolos de desarrollo de moléculas bioactivas incluyen varias
estrategias como el disefio de farmacos asistido por computadora (CADD; por sus siglas en
inglés), la cual involucra métodos como el acoplamiento molecular automatizado, modelado
del farmacoforo y el cribado virtual. La implementacion de este tipo de herramientas influyo
en la reduccion de costos econdémicos y en el namero de pruebas sobre modelos animales
para la determinacion de caracteristicas ADMET (adsorcion, distribucion, metabolismo,
excrecion y toxicidad). Ademas de mejorar la velocidad del proceso de descubrimiento de
farmacos (Martinez-Mayorga et al., 2020; Pathania & Singh, 2021; Rosales-Hernandez &
Correa-Basurto, 2015)

Durante la etapa de investigacion clinica se realizan pruebas de seguridad y eficacia en
humanos. También, se lleva a cabo la clasificacion de moléculas bioactivas de acuerdo con
su potencia y selectividad, esta ultima relacionada con la afinidad sobre el blanco terapéutico
y se mide con parametros como la concentracion inhibitoria 50 (IC50), que es la
concentracion de compuestos necesaria para inhibir el 50% de la actividad biol6gica, ademas
de la concentracién en estado estacionario (CSS), la dosis méxima tolerada y otros
pardmetros farmacocinéticos (Aykul & Martinez-Hackert, 2016; Daley-Yates, 2015;
Goldstein et al., 2021).

2.1 Descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas

La actividad bioldgica se define como el efecto o los efectos que una molécula ejerce
sobre el sistema huésped, teniendo como blanco terapéutico, enzimas o receptores
localizados en células, tejidos u 6rganos. El efecto observado puede ser beneficioso o tdxico

y en algunos casos esta relacionado con la dosis, es decir, a menor concentracion puede
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exhibir un efecto terapéutico y a concentraciones altas manifestarse como toxico, a esto se le
denomina ventana terapéutica (Nantasenamat et al., 2010). Por lo tanto, una molécula
bioactiva es aquella molécula capaz de unirse a un blanco terapéutico y desencadenar una
respuesta biologica. Ademas, estas moléculas deben cumplir con criterios farmacocinéticos
y farmacodindmicos, asi como un perfil ADMET seguro para considerarse como candidatos
a farmacos y continuar con el proceso de desarrollo hasta llegar al mercado (Gfeller et al.,
2014).

De manera particular, los isdbmeros juegan un rol importante durante la etapa de
descubrimiento y desarrollo de moléculas bioactivas, ya que sus diferencias estructurales
implican importantes variaciones en la respuesta bioldgica. Por ello, es importante identificar
los posibles productos isoméricos y evaluarlos por separado, asi como disefiar metodologias

de sintesis selectivas y desarrollar métodos analiticos para su separacion y analisis.

3 Isémeros y su actividad biologica

Los isomeros son moléculas con formulas moleculares idénticas, pero con disposicion
espacial diferente, su separacion ha sido un area activa en la quimica analitica. La actividad
bioldgica exhibe especificidad isomérica que se manifiesta en una amplia gama de procesos
fisiolégicos como la produccidn de metabolitos secundarios, azucares y los aminoacidos que
tienden a existir en la forma levo (L) (Dodds et al., 2017; Terry et al., 2020).

3.1 Clasificacion de los isdbmeros

Los isomeros representan una amplia gama de heterogeneidad estructural y se clasifican
en funcion de las diferencias en la conectividad o en la estereoquimica, de modo que existen
dos categorias principales de isdmeros: isomeros constitucionales (o estructurales) y
estereoisémeros, como se muestra en la figura 2 (Agranat et al., 2002; Dodds et al., 2017).

12



[ Isbmeros ]

|
| |

Isbmeros constitucionales Estereoisomeros
(con patron de enlace diferente)

(con el mismo patron de enlace
y diferente distribucion espacial)

|
|
Enantiémeros Diasteredmeros

(con imagen (sin imagen
especular) especular)

Figura 2. Clasificacion basica estereoquimica (Recuperado de Agranat et al., 2002).

Los isémeros constitucionales son aquellos con la misma férmula, pero conectividad
distinta, por ejemplo: la D-Leucina y D-ter-Leucina con formula molecular (CsH13NO2) que
difieren en el grupo isobutil o ter-butil (Figura 3A) y los tres isémeros del dihidroxibenceno
con la formula CsHeO2: catecol, resorcinol e hidroguinona que tienen un grupo hidroxilo en
posicién diferente (figura 3B) (Dodds et al., 2017; Terry et al., 2020).

A B
OH
¢} o} OH OH
S o

Y OH Y OH

NH, NH, OH
OH

D-Leucina D-ter-Leucina Catecol Resorcinol Hidroquinona

Figura 3. Ejemplos de isbmeros constitucionales (Recuperado de Dodds et al., 2017; Singh Sekhon, 2013).

Los estereoisdbmeros son isdbmeros que tienen la misma conectividad entre sus 4&tomos,
pero difieren en la orientacion o distribucion espacial de sus sustituyentes (Mather L., 2005;
Singh Sekhon, 2013).

Los estereoisomeros geomeétricos cis-trans son moléculas que cuentan con enlaces dobles
o son aliciclicos. Se clasifican de acuerdo con la posicién de los sustituyentes, si se
encuentran dispuestos en la misma direccion su conformacion es cis (Figura 4A) y si lo hacen

en direcciones opuestas son denominados trans (Figura 4B) (Smith, 2009)
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H H H COOH
HOOC COOH Br. ? ? Br : :
H: :H Z:; HOOC H
Acido cis- . cis-1, Acido trans- trans-1,
butenodioico 2-dibromociclohexano butenodioico 2-dibromociclohexano

Figura 4. Ejemplos de isémeros geométricos, A) configuracion cis de un alqueno y de un cicloalcano, B)
configuracion trans de un alqueno y de un ciclo alcano (Recuperado de Smith, 2009).

La quiralidad es una caracteristica propia de cada molécula que les permite tener una
imagen especular, generalmente esta propiedad se presenta cuando hay un atomo central de
carbono unido a cuatro sustituyentes diferentes (Mather L., 2005; Singh Sekhon, 2013).

Los enantiomeros son dos moléculas no superponibles entre si, ambas tienen los mismos
centros quirales, pero la configuracion de los sustituyentes es diferente, figura 4. Sus
propiedades fisicoquimicas son similares y giran la luz polarizada en direcciones opuestas.
Las mezclas equimolares de enantiomeros se llaman racematos y debido a que contienen

ambos isomeros en las mismas cantidades su rotacion optica es nula (Mather L., 2005;

Sanganyado et al., 2017).

Cl Enantiomeros Cl
\ /

trans (1S,4R)-sertralina trans (1R,4S)-sertralina

Figura 5. Enantiémeros de la sertralina (Recuperado de Sanganyado et al., 2017).
Los diasteredmeros o diastereoisbmeros son moléculas que no tienen imagenes
especulares debido a que algunos de sus centros quirales tienen la misma configuracion
mientras que los deméas no lo hacen (figura 6) y sus propiedades fisicoquimicas son

completamente diferentes (Mather L., 2005; Sanganyado et al., 2017).
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Cl
Cl N
D\asxereb‘“e‘o O .
/ cis (1S,4S)-sertralina
Cl

Cl e NH
Dias :
trans (1S,4R)-sertralina tereomero I-/IN . O Cl

cis (1R,4R)-sertralina

T

Figura 6. Diatereémero de la sertralina (Recuperado de Sanganyado et al., 2017).

La nomenclatura de enantidmeros y diastereoisomeros mas comun es el sistema R/S,
donde las reglas de Cahn-Ingold-Prelog se usan para priorizar los grupos sustituyentes unidos
alrededor del centro quiral (el sustituyente con el nimero atdbmico mas alto tiene prioridad),
si la secuencia de prioridad es en el sentido de las agujas del reloj, el centro quiral tendra una
configuracién R, de lo contrario se define como una configuracion S. Alternativamente, los
enantidbmeros también se identifican segln la direccion en la que giran una luz polarizada,
con (+) cuando la luz polarizada gira en el sentido de las agujas del reloj y (-) en el sentido
contrario de las agujas del reloj (Sanganyado et al., 2017).

3.2 Importancia de los isémeros en los medicamentos

Los enantidbmeros presentan la misma composicién atdmica y propiedades fisicoquimicas,
sin embargo, pueden mostrar diferentes actividades bioldgicas, farmacocinéticas y
farmacodinamicas, ya que poseen reconocimiento estéreo-especifico para ciertos receptores
y sitios activos. En este sentido la actividad biologica o farmacoldgica deseada puede ser
activa en uno de los enantiomeros, mientras que para el otro enantiomero pueden ocurrir
diferentes situaciones como las que se alistan a continuacion (Casado et al., 2020; Shen et al.,
2016):

- Puede estar inactivo
- Puede mostrar la misma actividad
- Puede ser activo, pero con menor intensidad

- Puede tener una actividad totalmente diferente
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- Puede ser toxico

Considerando estas diferentes posibilidades en 1992 las autoridades reguladoras de
Estados Unidos, Europa, Japén y China recomendaron que las empresas farmacéuticas
realizan la investigacion de cada enantiomero por separado en farmacologia, toxicologia y
metabolismo ademés de compararse con el farmaco racémico durante el desarrollo de nuevos
farmacos y si es posible comercializar el eutomero (isomero que tiene una afinidad alta por
el receptor) en lugar del racemato (mezcla de enantiomeros con diferente actividad bioldgica)
(Sanganyado et al., 2017; Shen et al., 2016).

3.2.1 Enantiébmeros comparados con mezclas racémicas empleados en los

medicamentos.

Desde que se dio a conocer la importancia de caracterizar los medicamentos racémicos
los enantiomeros individuales han sido un tema relevante que se retoma desde diferentes
perspectivas como: la contaminacion del medio ambiente (Sanganyado et al., 2017), aspectos
farmacoldgicos (Shen etal., 2016), métodos de deteccién (Casado etal., 2020) y las

tendencias en el mercado (Calcaterra & D’ Acquarica, 2018).

Los datos mas recientes de enero de 2016 a diciembre de 2020 tomados de la base de datos
de la FDA indican que se aprobaron 228 entidades moleculares nuevas, de las cuales se
consideraron solo aquellas que no fuesen productos bioldgicos (células, enzimas, anticuerpos
monoclonales o inmunoglobulinas). También se descartaron los agentes de diagndstico,
guedando un total de 152 moléculas, de las cuales 94 (61.84%) son enantiomeros
individuales, 1 es una mezcla racémica que corresponde al 0.66% Y el resto son estructuras
aquirales. Durante este periodo, se observé una disminucién importante en el nimero de
farmacos aprobados como racematos hasta el punto de existir solo una aprobacién en 2017,
mientras el desarrollo de farmacos como enantiomeros Unicos ha sido una tendencia en

crecimiento, figura 7.
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Figura 7. Nuevas entidades moleculares aprobadas por la FDA entre 2016-2020.

El predominio de farmacos como enantiomeros Unicos en el mercado, incluso cuando
existen racematos bien caracterizados, es atribuido principalmente a las ventajas durante la
administracion, ya que presentan una menor variabilidad interindividual, requieren dosis mas
bajas, proporcionan un mayor margen de seguridad, provocan menos interacciones

farmacoldgicas, asi como menos efectos secundarios (Casado et al., 2020).

A pesar del incremento de enantiomeros puros aprobados, un nimero considerable de
medicamentos quirales de uso clinico todavia se utilizan como racematos. Las dos razones
principales son que: los farmacos racémicos requieren menores costos de produccion y la
segunda razén es la dificultad de alcanzar el pardmetro de 99% de pureza enantiomérica,
establecido por el International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH), a pesar de los grandes avances en el desarrollado de

técnicas de separacion (Casado et al., 2020; Song et al., 2020).

3.3 Estereoselectividad en el metabolismo de farmacos

Hasta ahora se han revisado algunas de las caracteristicas, asi como las razones principales
por las cuales se encuentran a la venta los farmacos racémicos y los enantiomeros. A
continuacidn, se describen algunas cualidades metabdlicas de los farmacos que también son

un aporte importante durante el desarrollo de medicamentos racémicos o enantioméricos.
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El metabolismo es el proceso més estereoselectivo debido a la participacion del sistema
enzimatico, pues cuenta con una amplia gama de sustratos y presentan una gran sensibilidad
estereoquimica, es decir, diferentes afinidades por los enantiomeros de un farmaco quiral.
Segun de donde se produzca la discriminacion quiral en el metabolismo del farmaco, la
estereoselectividad metabodlica se puede clasificar en; estereoselectividad del sustrato,

estereoselectividad del producto y estereoselectividad sustrato-producto (Shen et al., 2016).

3.3.1 Estereoselectividad del sustrato en el metabolismo del farmaco

La estereoselectividad del sustrato se refiere al fendmeno en donde dos enantiomeros se
metabolizan a diferentes velocidades, manteniendo el nimero y configuracion de los centros
quirales. El antidepresivo mianserina se utiliza como racemato y; la enzima CYP2D6,
miembro de los citocromos P450, se encarga de catalizar la reaccion de hidroxilacion con
selectividad sobre el enantiomero (S), dando como resultado el metabolito (R,S) 8-
hidroximianserina. Mientras que CYP1A se encarga de catalizar la reaccion de N-
desmetilacién con selectividad por el enantibmero (R), dando como resultado el metabolito
(R,S) N-desmetilmianserina. Es importante mencionar que ambas reacciones muestran
enantioselectividad de sustrato opuesta y que el enantidbmero (S) es el de mayor actividad in
vivo. En la figura 8 se puede observar que el centro quiral no se ve afectado por la catalisis
en ninguno de los casos (Shen et al., 2016; Testa, 2015).

\ \
CHj CHj H

(R,S) 8-hidroximianserina (R,S) mianserina (R.S) N-desmetilmianserina

Figura 8. Ejemplo de estereoselectividad del sustrato, mianserina y sus productos después de las
reacciones de hidroxilacion (izquierda) y N-desmetilacion (derecha) * centro quiral (Recuperado de
Testa, 2015).

3.3.2 Estereoselectividad del producto en el metabolismo del farmaco

La estereoselectividad del producto generalmente ocurre en las moléculas que contienen
un elemento pro-quiral, es decir, son estructuras que carecen de centros estereogénicos, pero

pueden convertirse en isomeros por accion de los citocromos P450 (CYP). Estas enzimas
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catalizan reacciones de conjugacion con moléculas endégenas preformadas y los metabolitos
de configuracion distinta son producidos a diferentes velocidades por CYP especificos.
Teniendo en cuenta la variabilidad interindividual de enzimas, la estereoselectividad del
producto puede inducir las diferentes actividades farmacoldgicas en diferentes pacientes o
especies (Shen etal., 2016; Testa, 2015). Por ejemplo, la fenitoina es un farmaco
anticonvulsivo que posee un centro pro-quiral (tiene dos sustituyentes iguales) y al ser
metabolizado por los distintos CYP, ocasiona la oxidacion de unos de los fenilos generando
enantiémeros. La principal ruta metabolica de la fenitoina es la hidroxilacién catalizada por
CYP2C9, la cual produce hasta el 95% de la configuracion (S), figura 9 (Coelho et al., 2021).

HO
O
CYP2C9 O Q@  cypcts O @
B —— —_— :\\\
e NH . NH HN :
HN—< HN—< )—NH H
0] o) g 0
(S)-5-(4-hidroxifenil)-5-fenilhidantoina Fenitoina (R)-5-(4-hidroxifenil)-5-fenilhidantoina

Figura 9. Ejemplo de estereoselectividad de producto. *Centro pro-quiral (Recuperado de Coelho et al.,
2021).

3.3.3 Estereoselectividad sustrato-producto en el metabolismo del farmaco

La estereoselectividad sustrato-producto se produce durante el metabolismo, dando lugar
a una reaccion de inversion del centro estereogénico. EIl ejemplo mas comun es el caso del
ibuprofeno antiinflamatorio no esteroideo (AINE), cuando este se administra como racemato,
figura 10. El enantiémero R (enantiomero inactivo) es seleccionado de manera especifica por
la enzima acil coenzima A (acil-CoA) ligasa de cadena larga, para catalizar la reaccién de
conjugacion y obtener a (R)-ibuprofeno-CoA. Posteriormente la 2-metilacil-CoA, 2-
epimerasa se encarga de catalizar la reaccion donde sucede la inversion quiral para dar lugar
a (S)-ibuprofenoil-CoA. Finalmente, las tioesterasas de acil-CoA actlan sobre el metabolito
anterior para liberar al enantiomero (S)-ibuprofeno (enantiomero activo) (Coelho et al., 2021;
Testa, 2015).
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Figura 10. Ejemplo de estereoselctividad sustrato-producto. Inversion del centro quiral de (R)-
ibuprofeno inactivo, para obtener (S)-ibuprofeno enantiomero activo (Recuperado de Testa, 2015).

4 Obtencion de moléculas quirales para el desarrollo de medicamentos
4.1 Productos naturales como fuente de quiralidad

Los productos naturales (PN) o metabolitos secundarios son entidades quimicas
provenientes de organismos vivos como plantas, hongos y microorganismos que suelen
realizan la biosintesis de moléculas quirales de forma especifica, es decir, que solo producen
un enantiomero ya sea R 0 S (Finefield et al., 2012; Zask & Ellestad, 2018).

El area farmacéutica se ha visto beneficiada de la extraccion y caracterizacion de estos
recursos pues muchos de los PN poseen accion farmacologica en el tratamiento de
enfermedades como el cancer, infecciones, esclerosis mdaltiple, cardiovasculares, etc.
(Atanasov et al., 2021) Ademas, al conocer la diversidad estructural de los metabolitos, los
cientificos las toman como bases para el desarrollo de nuevas moléculas (Mathur & Hoskins,
2017).

4.1.1 Obtencion de moléculas mediante semisintesis

La semisintesis es un punto intermedio entre los PN y la sintesis quimica, este método
consiste en realizar una modificacion estructural a una molécula proveniente de la naturaleza
mediante reacciones quimicas, de tal manera que se obtiene lo que podria denominarse una

molécula hibrida. Ejemplo de ello, es la simvastatina (figura 11A) de origen semisintetico
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que se encuentra estrechamente relacionado con la lovastatina figura 11B) producto natural
aislado del hongo Aspergillus terreus, ambas pertenecen al grupo de las estatinas y sirven
para controlar los niveles de colesterol (Chopra & Dhingra, 2021; Mathur & Hoskins, 2017).

A B

W

Simvastatina Lovastatina

Figura 11. Ejemplo de moléculas semisinteticas a) simvastatina y b) lovastatina (Recuperado de Chopra
& Dhingra, 2021).

4.2 Obtencion de farmacos mediante diferentes sintesis de compuestos quirales
4.2.1 Sintesis convencional

La sintesis de farmacos se lleva a cabo en varios tipos de reactores bajo condiciones fisicas
altamente controladas, tales como el pH, la temperatura, la presién, la concentracion de cada
reactivo y el tiempo. Estos pardmetros pueden afectar el rendimiento y los resultados de una
reaccion quimica determinada, es por ello que durante este proceso es comun obtener mezclas

racémicas (Gesmundo et al., 2018; Murray et al., 2013; Nguyen et al., 2006).

4.2.2 Sintesis asimétrica

La sintesis de compuestos quirales ha adquirido mayor relevancia a lo largo de los afios,
sobre todo después de determinar las ventajas terapéuticas que ofrece la administracion de
enantidbmeros puros, lo que impulso a muchas ramas de la quimica a buscar los mejores

métodos para la obtencion del eutémero (Chinchilla, 2020).

Los enantidmeros puros pueden obtenerse mediante resolucion quiral y por sintesis
asimeétrica, la primera consiste en separar los componentes de una mezcla racémica, mientras
gue la segunda emplea catalizadores o auxiliares que inducen la quiralidad en un sitio

determinado de la molécula (Calcaterra & D’ Acquarica, 2018; Heravi et al., 2016).
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Los auxiliares quirales son moléculas con actividad dptica que al adherirse temporalmente
al compuesto inicial tienen efectos estéricos lo que contribuyen en una 0 més etapas de una
reaccion enantioselectiva. Aungue existe una gran variedad de ellos se consideran de mayor
relevancia los auxiliares de Corey, los de Enders y las oxazolidonas de Evans, los cuales
participan en diversas reacciones entre las que destacan: la a-alquilacién, ciclo adicion
conjugada de Diels-Alder, adiciones de Michel, alquilacion conjugada y oxidaciones (Diaz-
Mufioz et al., 2019; Heravi et al., 2016).

Por otro lado, los catalizadores quimicos son moléculas que realizan la combinacién de
dos reactivos sin formar parte del producto final. Durante la sintesis asimétrica se pueden
emplear catalizadores metalicos u organocatalizadores (Chinchilla, 2020; Noyori, 2003). Los
catalizadores metalicos estan constituidos por un ligando quiral y por un metal de transicion
como el rutenio, el rodio o el paladio; actualmente también se estan utilizando metales como
el hierro, el cobre y el niquel. Al igual que los auxiliares, estos complejos pueden emplearse
en una gran variedad de reacciones como la alquilacion, la reaccion de Diels-Alder, la
hidrogenacion, entre otras (Fu et al., 2020; Hayler et al., 2019; Higashida et al., 2020).

Los organocatalizadores son moléculas organicas de bajo peso molecular, que pueden
provenir de recursos naturales como los alcaloides del arbol cinchona que participan en las
reacciones de adicién de Michael, la reaccion de Strecker, la reaccion de Henry, etc (Vijaya
et al., 2016; Zhao et al., 2017). Otros ejemplos serian las aminas quirales, carbenos, acidos
quirales u organofosfinas quienes catalizan reacciones para la fusion entre ciclopentanos y
arenos moléculas de importancia biologica. Recientemente han sido considerados como una
alternativa a los catalizadores metalicos debido a que no son todxicos, ofrecen procesos
robustos y son mas gentiles con el medio ambiente(Satpathi et al., 2018). Ademaés, como dato
interesante, el premio nobel de quimica de este afio fue otorgado a Benjamin List y a David
McMuillan por el desarrollo de un catalizador de este tipo.

Es importante mencionar que el rendimiento de una reaccion estereoespecifica dependen
en gran medida de las condiciones bajo las cuales se haya llevado a cabo el proceso, sin
embargo, en los articulos consultados para cada uno de los métodos se consideran exitosos
los que se encuentran dentro del intervalo que va desde el 75% hasta el 99% con excesos de

enantiomeros de 89-100%.
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4.2.3 Biocatalisis o biotransformacion

La biocatélisis se ha vuelto muy atractiva debido a las caracteristicas del proceso que
involucra el uso de reactores multipropoésito estandar, dentro de los cuales se pueden aplicar
técnicas de inmovilizacion del catalizador (generalmente enzimas) para su reutilizacion
durante varios ciclos. Se lleva a cabo en condiciones generalmente acuosas lo que evita el
uso de disolventes toxicos, a temperatura ambiente y a presion atmosférica; ademas los
biocatalizadores se derivan de recursos que son renovables, biocompatibles y biodegradables
que proporcionan quimio-, regio- y estereo- selectividad. Al final se obtienen altos
rendimientos que generan menos desechos y subproductos. Todas las cualidades
mencionadas convierten a la biocatélisis en una alternativa econémica y energéticamente
eficiente (Jiang & Fang, 2020; Patel, 2018).

La variedad de enzimas que son utiles en la resolucion de mezclas racémicas o en la
produccion de enantiomeros es muy amplia, entre ellas se incluyen oxidorreductasas,
hidrolasas, transferasas, liasas, isomerasas y ligasas. Actualmente algunas empresas como
Codexis y Novozys ofrecen servicios de ingenieria enzimatica y comercializan una gran
diversidad de biocatalizadores para las empresas farmaceuticas (Li et al., 2018; Sun et al.,
2018).

5 Métodos de identificacion y separacion de moléculas quirales
5.1 Métodos de elucidacion estructural

Las moléculas quirales como ya se revisé a lo largo de los parrafos anteriores son cada
vez mas relevantes, de manera que existe un progreso constante en el desarrollo de técnicas
para disefiar nuevas estructuras bioloégicamente activas, también en las reacciones de sintesis
asimétrica que cuentan con una amplia variedad de recursos que ayudan a obtener un solo

enantiémero.

La configuracién absoluta también es una caracteristica importante durante el desarrollo
de un farmaco nuevo, su correcta determinacion permite que los procesos de sintesis sean
mas eficientes. Tradicionalmente se usa la cristalografia de rayos X, la resonancia magnetica
nuclear (RMN) y el dicroismo circular vibratorio, siendo este tltimo el de mayor relevancia
(He etal., 2011).
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El dicroismo circular vibratorio consiste en hacer incidir un haz de luz infrarroja
polarizada sobre la muestra, dando como resultado el coeficiente de determinacion
molar Ae = ¢, — &g , €l cual puede ser: cero para una mezcla racémica, positivo para la
configuracién R y negativo para la configuracion S. Este valor se obtiene de la diferencia
entre los indices de absorbancia de la luz polarizada hacia la izquierda (g, ) y hacia la derecha
(eg) (He et al., 2011; Krupova et al., 2020).

5.2 Métodos analiticos para la separacion de moléculas quirales

Los métodos analiticos son indispensables para separar o determinar la pureza de una gran
variedad de muestras, el analisis de moléculas quirales se puede realizar por cromatografia
de gases, electroforesis capilar, cromatografia de fluidos supercriticos, cromatografia liquida
de ultra alto rendimiento, cromatografia de capa fina o por cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR), esta ultima se ha reconocido como una de las herramientas de
enantioseparacion mas importantes durante los Gltimos 30 afios debido a su rapidez,
reproducibilidad y temperatura de funcionamiento suave, asi como la disponibilidad de un
gran numero de fases estacionarias quirales (CSP, por sus siglas en inglés) (Casado et al.,
2020; Yang et al., 2021). Ademas, es una técnica versatil y facil de usar durante el proceso
de obtencion de moléculas quirales, gracias a la amplia gama de deteccion de sustancias
quimicas y el bajo tiempo de implementacion (Cerra et al., 2020). Es por estas razones que
a continuacion se describen algunas de sus caracteristicas generales aplicables para la

separacion de isébmeros.

6 Fundamentos de la cromatografia liquida de alta resolucion

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) es una técnica analitica de gran
utilidad para la separacion, analisis y purificacion de una gran variedad de analitos presentes
en diversas muestras quimicas (Tome et al., 2019; Zuvela et al., 2019). En términos generales
este método consiste en la inyeccidn de una muestra que fluira a través del sistema hasta el
punto de deteccion. Se emplea una fase movil liquida que fluye a alta presion para separar
los componentes a lo largo de la columna que contiene la fase estacionaria, la interaccion de
estos elementos ocasiona la salida de los analitos en distintos momentos ( Poole & Poole,
2009; Ken Broeckhoven et al., 2019).
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6.1 Factores que influyen durante la aplicacion de la técnica CLAR
= Temperatura

La temperatura es un pardmetro que debe mantenerse constante para garantizar su
reproducibilidad durante los anélisis cromatograficos y suele establecerse por encima de la
temperatura ambiente (Chen, 2019). Ademas , su aumento ocasiona la reduccion de la
viscosidad de la fase mavil, lo que disminuye la contrapresion de la columna permitiendo la
utilizacion de caudales mas rapidos y fases estacionarias con un tamafio de particula més
pequefio, ademas de incrementar la solubilidad del soluto esto contribuye a una mayor

eficiencia y tiempos de ejecucion mas cortos (Lippert et al., 2007; Zafar et al., 2021).
] pH

El pH de la fase movil puede provocar un cambio en el grado de ionizacion y retencion de
moléculas con caracteristicas acido-base (Espinosa et al., 2002; Secilmis-Canbay et al.,
2012). Para controlar este efecto en la fase movil se afiaden soluciones amortiguadoras
también conocidas como buffers o modificadores orgéanicos, durante su seleccidn es
importante considerar el grado de ionizacion e hidrofobicidad del soluto, esto con el fin de
evitar la formacion de compuestos insolubles o reacciones secundarias no deseadas (Subirats
etal., 2007; Han et al., 2012).

6.2 El factor de la fase movil para optimizar la separacion de moléculas

La fase movil es una mezcla de disolventes que se encarga de la migracion diferencial o
elucion de los componentes de una muestra a través de una columna por interacciones con la
fase estacionaria (Wen et al., 2019; Haddad et al., 2021).

El tiempo de retencidn es una caracteristica que se encuentra estrechamente relacionado
con el fas movil, ademas depende de factores como el pH, la temperatura y la composicién
de la fase mavil (fracciones de volumen de solvente). Se han escrito muchas ecuaciones
Ilamadas modelos de retencidon que describen tedricamente los efectos de las condiciones
sobre la elucion, esto con el fin de encontrar la correcta combinacion de los factores
mencionados para la obtencion de picos definidos en periodos de tiempo mas cortos ( Jandera
& Hajek, 2018; Den Uijl et al., 2021)
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6.3 Tipos de elucidon a la que es sometida la fase movil para la separacién de moléculas
= Elucidn isocréatica

La elucidn isocrética consiste en mantener la composicion de la fase mévil constante
durante todo el analisis, es adecuada para muestras que contienen un grupo limitado de
analitos, dentro de un rango de polaridades pequefio 0 moderado. Presenta algunas ventajas;
como mayor simplicidad, menor costo, instrumentacion méas simple y no es necesario
reequilibrar la columna entre inyecciones consecutivas (Garcia-Alvarez-Coque et al., 2006;
Jandera, 2006; Navarro-Huerta et al., 2019). Cuando las polaridades del analito cubren un
amplio rango de polaridades pueden suceder dos situaciones: en primer lugar, se produciria
un cromatograma en el que la mayoria de los solutos retenidos eluyen en los momentos
adecuados, pero los primeros picos presentardn una resolucion deficiente o incluso se
perderan en el frente del disolvente, en segundo lugar podria suceder lo contrario, dando
lugar a un cromatograma donde los solutos menos retenidos estan bien resueltos pero los
solutos més retenidos eluiran en tiempos excesivamente largos, con picos amplios que tienen

problemas de sensibilidad (Navarro-Huerta et al., 2019).

= Elucion en gradiente

Una solucion para los solutos que cubren un rango amplio de polaridad es la elucion en
gradiente cuyo objetivo principal es obtener una resolucion adecuada para todos los
componentes de la muestra, aumentando la retencion de los solutos mal retenidos y
reduciéndola para los fuertemente retenidos. Para cumplir este propdsito, la fuerza de elucion
de la fase movil debe ser inicialmente baja y volverse mas fuerte a medida que avanza la
separacion mediante un programa preestablecido, esto se puede lograr aumentando el
porcentaje de disolvente organico a través del tiempo (Jandera, 2006; Navarro-Huerta et al.,
2019).

Los programas de gradiente que pueden emplearse son muy amplios, en la practica los
gradientes consisten generalmente en incrementos lineales simples de un factor experimental
0 varios segmentos de pendiente diferente, que pueden ser lineales o curvilineos, ademas los
gradientes inversos con concentracion decreciente del componente de la fase moévil fuerte se
utilizan a menudo para restaurar las condiciones iniciales antes de la siguiente inyeccion de

muestra (Garcia-Alvarez-Coque et al., 2006; Jandera, 2006).
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Algunas ventajas de este procedimiento son: la fase movil suele ser lo suficientemente
fuerte como para eliminar las impurezas de la muestra al final del gradiente, el nimero de
picos que pueden resolverse en cierto intervalo de tiempo es considerablemente mayor que
en cromatografia liquida isocrética, las velocidades de migracién de las bandas a lo largo de
la columna aumentan y todos los compuestos de la muestra eluyen eventualmente con
factores de retencion instantaneos muy similares en el momento en que abandonan la
columna (Jandera, 2006). La supresion de los anchos de banda de los picos de elucidn tardia
se encuentra relacionada con un aumento en la altura de los picos y una selectividad de
retencion mejorada. Sin embargo, estos efectos beneficiosos ocasionan la deriva y ruido de
la linea base, que suelen ser méas frecuentes en cromatogramas de elucion en gradiente que

isocratica (Jandera, 2006).
6.4 Formas de elucidacion de moléculas a través de la técnica CLAR

En la técnica CLAR se puede clasificar de acuerdo al tipo de elucidacion, en la cual se
encuentra el sistema de cromatografia liquida de alta resolucién de fase inversa o RP-HPLC
por sus siglas en inglés y esta consiste en una fase estacionaria hidréfoba y una fase movil
polar en donde los analitos se retienen principalmente por interacciones hidréfobas (Dong &
Boyes, 2018). Por otro lado, la cromatografia en fase normal (NP-HPLC, por sus siglas en
inglés) utiliza adsorbentes hidrofilos, mientras que la fase movil consiste en una mezcla de
disolventes organicos no polares y los componentes de la muestra se retienen por

interacciones hidrofilas (Jandera, 2002).

Un enfoque alternativo o complementario a la cromatografia de modo Unico es la técnica
CLAR de modo mixto. Como su nombre indica utiliza mas de una forma de interacciones
entre las fases estacionarias y los solutos, ademas puede lograr méas de un tipo de separacién
en una sola columna cromatogréafica (Lujun Wang et al., 2016).

La cromatografia de modo mixto ofrece buenos resultados, pero tienen algunas
dificultades. Debido a que cuando se involucran multiples mecanismos de retencion, se deben
controlar muchas variables para producir un método robusto y repetible. (Lujun Wang et al.,
2016; Bell, 2021).
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6.5 El factor de la fase estacionaria para optimizar la separacion de moléculas

El desarrollo de métodos en cromatografia se centra en el deseo de lograr un rendimiento
Optimo en un conjunto de condiciones experimentales e instrumentales. Uno de los aspectos
mas importantes es la seleccion de la columna, que incluye consideraciones tanto para la fase
estacionaria que interactia con los analitos como la arquitectura de las estructuras del

empaque para la fase (Godinho et al., 2020).

6.5.1 Fases estacionarias para cromatografia reversa empleadas en la separacion de

moléculas

El desarrollo de octadecilmetilclorosilano (ODS, por sus siglas en inglés) material
monomérico con el que se elaboro la primera columna cromatografica Cis, fue tan efectivo
que actualmente los enlaces de fase inversa continGan utilizando un silano monofuncional
para maximizar la cobertura del ligando, este tipo de compuestos producen una densidad de
ligando de alrededor de 3-4 umol /m? en una superficie tipica de silice (Bocian & Buszewski,
2012). Actualmente los materiales de relleno de fase inversa contienen dos o tres centros de
adsorcion: un grupo hidrdéfobo de alquilo (Cs, Cs, Cis, Cao, €tc.) 0 arilo, que a su vez puede
estar unido a un grupo o cadena funcional polar (fenilo, amida -NHa, -CN y -NO3) (figura

12) y los grupos silanol polares residuales en la estructura principal de la particula.

o
NH, H N §O=<NH
—s— —si— HO-$i”si~OH —sisi”
1 1 1 1
0 0 o o 0 o
| | | | | |
A B Cc D

Figura 12. Diferentes tipos de fases estacionarias ligadas utilizadas en cromatografia liquida: Octil A),
fenil-propil B), amino-propil C) y amino-colesterol D) (Recuperado de Bocian & Buszewski, 2012).
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En la figura 13 se pueden observar algunas de las construcciones mas recientes que se
basan en la fase C18. El elemento A) muestra un ODS monofuncional convencional y la fase
mas comun disponible en el mercado. El elemento B) muestra un silano bifuncional que se
forma cuando un dicloro o un dialcoxisilano se une quimicamente a la silice; se cree que esta
doble unién aumenta la estabilidad del ligando a valores de pH mas bajos. El elemento C)
muestra un silano “voluminoso” en el que un grupo isopropilo o isobutilo impide que el
enlace siloxano se separe por hidrolisis a valores de pH bajos. El elemento D) muestra una
fase donde se injerta un organosilano bidentado en una particula de silice, protegiendo la
superficie de la disolucion a pH alto. Esta Gltima técnica de puentes “reticulacion” puede
extenderse de una a varias capas protectoras orgénicas e inorgénicas, proporcionando
estabilidad a la fase de manera general. EI elemento E) muestra una cadena de alquilo muy
parecida a sus contrapartes C 18 pero contiene un grupo polar (amida, urea, éter, sulfonamida
y carbamatos) introducido entre el material de soporte y la cadena alifatica unida, se cree que
el grupo polar interacttia con los silanoles en la superficie de la matriz so6lida, reduciendo su
actividad, tal fendmeno tiene un efecto beneficioso, particularmente en la separacion de
compuestos polares y basicos. Otra ventaja de este tipo de lecho es la capacidad de trabajar
incluso cuando la fase movil tiene un contenido muy bajo de modificador orgéanico ( Zuvela
et al., 2019; Lopez et al., 2020).

Figura 13. Construccidon de fases estacionarias C18. A) octadecilsilano monofuncional, B) silano
bifuncional, C) silano “voluminoso”, D) organosilano bidentado y E) cadena de alquilo con un grupo
polar en la cadena (Recuperado de Lopez et al., 2020).
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6.6 Tipos de materiales de empaque de las columnas para la separacion de moléculas

La silice sigue siendo el material mas popular para la unién con fases estacionarias, esta
constituido por un polimero amorfo de silicio y oxigeno. Su popularidad se debe a ventajas
como su estabilidad fisica, una estructura y morfologia de poros bien definidos y controlable

(totalmente porosa, superficialmente porosa 0 monolitica) (Lopez et al., 2020).

La superficie de este polimero contiene silanoles reactivos (Si-OH) que ofrecen una serie
de posibilidades para la sintesis de fases ligadas quimicamente, sin embargo, dado que la
cobertura no se logra al 100%, los grupos residuales participan en el mecanismo de retencién
y pueden cambiar la concentracion local de componentes eluyentes en la fase movil y
estacionaria, afectando de manera negativa la separacion de analitos polares, especialmente
compuestos basicos y biopolimeros (Bocian & Buszewski, 2012; Lopez et al., 2020). Por tal
motivo se han desarrollado soportes mas estables como la silice tipo “C” que consiste en
remplazar los grupos OH de la superficie por SiH; las particulas hibridas de etileno con
puente o BEH, por sus siglas en inglés, se obtienen mediante copolimerizacién de
tetraetoxisilano y 1,2-bis (trietoxisilil) etano, estas particulas brindan una buena resistencia
mecanica a altas presiones y una mayor resistencia a la hidrolisis a pH altos; las particulas
hibridas de superficie cargada (CSH, por sus siglas de inglés) incorporan en la superficie de
BEH un numero definido de grupos amina, los soportes de este tipo reducen las colas de los
picos para las moléculas basicas en las fases moviles acidas de baja fuerza ionica;
recientemente las particulas de silice de alta resistencia (HSS, por sus siglas en inglés) se ha
desarrollado como una alternativa a las particulas BEH y CSH debido a que tienen una mayor
posibilidad de interacciones de intercambio idnico, mejorando la retencion de compuestos
basicos ( Gritti & Guiochon, 2013; Borges & Volmer, 2015; Zuvela et al., 2019; Kadlecova
et al., 2020).

Como alternativa a las particulas de silice se han empleado 6xidos inorganicos, por
ejemplo, el zirconio, la alimina y el titanio. Todos estos sustratos tienen en comin su
estabilidad de pH tanto bajo como alto, sin embargo, es importante considerar que muestran
actividad acida y basica de Lewis, por lo tanto, se puede esperar un comportamiento
significativamente diferente en cuanto a selectividad y retencion de los sustratos (Claessens
& Van Straten, 2004; Borges & Volmer, 2015; Zuvela et al., 2019).
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6.6.1 Estructura de los diferentes tipos de empaque
» Particulas no porosas

En los parrafos anteriores se describen algunos de los materiales empleados para la sintesis
de empaques, como se menciona la variedad de estos se debe a las necesidades dependientes
de las caracteristicas de los analitos que se desea separar. A continuacion, se describen
algunas particulas con diferentes morfologias, porosidad y tamafos, cualidades a considerar
para la correcta separacion de analitos.

Las particulas de silice no porosas, eran populares hace aproximadamente 20 afios y
podian medir de 1.5-3.0 um (Xu & Stewart, 1999). La separacion se producia en la superficie,
debido a la corta trayectoria de difusion la transferencia de masa era mas rapida y el
ensanchamiento de la banda era adecuado. Sin embargo, debido a la baja superficie especifica
de la fase estacionaria; la retencién, la selectividad y por tanto la resolucién era limitada (
Miyabe, 2008; Hayes et al., 2014).

» Particulas totalmente porosas (PTP)

Las particulas totalmente porosas son un tema muy debatible dentro de la técnica CLAR
constantemente se realizan articulos en donde se compara su desempefio con las particulas
superficialmente porosas (PSP), hasta hace unos afios se empleaban particulas de 2.5-5.0 pum
en equipos que soportaban como maximo una presion de 400 bar (Kahsay et al., 2014;
Perrenoud et al., 2014; Ken Broeckhoven et al., 2017; Felletti et al., 2020). Su principal
ventaja es un area de superficie especifica mucho mayor en comparacion con PSP, sin
embargo, esta caracteristica se correlaciona con una mayor resistencia al flujo ( Schure et al.,
2017; K. Broeckhoven & Desmet, 2021). Actualmente las nuevas tecnologias han permitido
la introduccion de la cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC, por sus siglas
en inglés) que solo difiere en la instrumentacion que puede soportar hasta 1500 bar y
columnas empaquetadas con particulas menores a 2.0 um, en estas condiciones se pueden
producir picos muy estrechos teniendo entonces una funcionalidad comparable con PSP, aln
con ello es importante mencionar que no se pueden descartar condiciones como la velocidad
de flujo, los diferentes tamafios de particulas, su porosidad, entre otros factores para
obtenerlos picos ideales (Ken Broeckhoven et al., 2017; Felletti et al., 2020).
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= Particulas superficialmente porosas (PSP)

Como se menciond en el parrafo anterior las particulas nicleo con capa mejor conocidas
como particulas superficialmente porosas (PSP) han sido de los progresos mas significativos
para la técnica CLAR, sobre todo considerando que la implementacion de las nuevas
tecnologias como UHPLC representan costos econdmicos, la utilizacion de estas columnas
fueron la mejor alternativa para obtener buenos resultados en equipos tradicionales
comparables con particulas totalmente porosas de 0.2 um en UHPLC. Las particulas
superficialmente porosas estan constituidas por un nucleo sélido como se muestra en la figura
14A que puede ser de silice o de otros materiales el cual esta rodeado de una o varias capas

de particulas méas pequefias figura 14B ( Gumustas et al., 2019; Felletti et al., 2020).

[

Figura 14. A) Estructura de una particula ntcleo capé y B) microscopia electr()nicaAde barrido de PSP
realizada a parir del método multicapa vista a partir de un corte transversal (Recuperado de Schure
etal., 2017).

Las ventajas de usar PSP como materiales de empaque incluyen menos dispersion de
remolinos debido a un lecho empacado mas homogéneo, menos difusion longitudinal, asi
como mejor transferencia de masa sélido-liquido comparado con PTP gracias a su menor
porosidad de particulas y a la presencia de un nucleo sélido (Gritti et al., 2012).

Sus métodos de elaboracidn dan como resultado superficies de particulas externas rugosas
que pueden limitar el rendimiento de las columnas, especialmente a altas velocidades de fase
movil debido a que generan una resistencia de transferencia de masa durante el anlisis de
moléculas grandes (Fekete etal., 2012; Wei et al., 2016). El didmetro de este tipo de
particulas se encuentran disponibles con tamafios de 5 um, 2,7 um, 2,6 umy 1,7 um, 1,3 um
0 menores (Gritti & Guiochon, 2011; Gumustas et al., 2019).

=  Monolitos
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Una columna monolitica consiste en una sola pieza de material poroso que se sella
herméticamente contra la pared interna de un tubo, el material que forma esta Unica pieza
porosa puede ser un polimero orgénico o silice (Staniak et al., 2020).

Los monolitos de silice se pueden modificar quimicamente para obtener la fase
estacionaria deseada, como la fase inversa, la interaccion hidrofila y el intercambio i6nico
(Guiochon, 2007).

Generalmente, el material poroso se caracteriza por una distribucion bimodal del tamafio
de los poros, es decir que esta constituido por dos tipos de poros (figura 15A); el modo de
gran tamarfio se conoce como macroporos (figura 15B), el modo de tamafio pequefio como
mesoporo (figura 15C). Los primeros estan interconectados para formar los canales para el

flujo de conveccién de la fase movil, mientras que los segundos conforman el esqueleto de

la fase estacionaria (Guiochon, 2007; Staniak et al., 2020).

-y —~—
| -

Figura 15. A), Microscopia electrénica de barrido de la estructura porosa de silice monolitica tipica, B)
vista ampliada de la entrada de un macroporo y C) estructura mesoporo del esqueleto de una columna
de silice monolitica (Recuperado de Guiochon, 2007).

Las columnas monoliticas tienen como ventaja su alta porosidad que conduce a una alta
permeabilidad, lo que permite una separacion mas rapida a través de una longitud larga, con
esto se logran analisis con tiempos cortos a presiones bajas en comparacion con las columnas
empaquetas de particulas, ademas proporcionan una baja resistencia a la transferencia de
masa. En conjunto estas dos caracteristicas logran una alta resolucién de columna. Sin
embargo, presentan ciertas restricciones de aplicacion, como un rango de trabajo de pH mas
estrecho entre 2 y 8, especialmente para columnas a base de silice y la reproducibilidad de

las columnas puede ser inconsistente (Khoo & Leow, 2021).

Como se ha demostrado en los apartado 6.5 y 6.6 existe una amplia variedad de fases
estacionarias para los diferentes modos cromatogréficos, tan solo en la farmacopea de los
Estados Unidos de América (USP) se encuentran registradas 858 fases de cromatografia
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liquida C18, por lo tanto la seleccion puede ser un tanto complicada, se espera que la
constante evolucion de programas computacionales sea determinante en la simulaciones
moleculares para la comprension de mecanismos complejos de retencion (Lopez et al., 2020;
Zuvela et al., 2019).

6.7 Precolumnas

Una columna de proteccion o precolumna es una version mas pequefia de la columna
analitica (a menudo con el mismo material de empaque y diametro, pero con longitudes del
orden de 5-10 mm) se coloca antes de la columna principal y su funcion es protegerla de la
degradacidn al atrapar cualquier material agresivo o fuertemente retenido. La columna de
proteccion se puede remplazar por una nueva después del analisis de aproximadamente 50-
100 muestras. (Dolan, 2005; Stoll, 2017; Young & Dolan, 2003).

6.8 Limpieza y almacenamiento de columnas cromatogréaficas

Una vez que ha concluido el analisis de una muestra la columna cromatografica se lava
ya sea para realizar otro analisis o para ser almacenada. Existen consideraciones importantes
dentro de este proceso como; lavar la columna con solventes que no tengan un pH muy alto
0 bajo debido a que la fase estacionaria podria hidrolizarse de la columna a pH<2 y la silice
se disuelve a pH >8. Los materiales nuevos a base de silice han hecho que el dafio quimico
sea menor, sin embargo, cuando la columna no posee esa caracteristica lo mejor es mantener
el pH entre 2.5-7-5 (Dolan, 2005; Pettersson et al., 2007).

De manera méas especifica para las columnas de fase reversa que suelen utilizar
acetonitrilo en la fase movil y las sales de fosfato como buffer, se debe considerar que son
incompatibles entre si por lo que lavar la columna con un 100% de acetonitrilo ocasiona la
precipitacion de las sales dentro de ella, en el tubo de conexion y en la bomba. La solucion
parece facil, debido a la solubilidad, lo ideal seria utilizar agua para eliminar los agentes
amortiguadores, no obstante, esta accion ocasionaria que la fase estacionaria se
“deshumedezca” lo que significa que el agua se eliminaria de la fase unida y en ocasiones de
los poros de las particulas, lo que llevaria a una perdida dramatica de retencion si la columna
se utiliza en ese estado. Para evitar estas complicaciones se aconseja primero lavar los

amortiguadores con aproximadamente 10 volimenes de columna de fase movil que contenga
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aproximadamente un 10% de disolvente organico en agua. Este procedimiento evitara tanto
la precipitacién como la deshumectacion (Stoll, 2017; Swartz, 2010).

Respecto al almacenamiento, en 2017 Stoll reviso 30 hojas de cuidados para columnas en
donde encontro que 35% recomendaban reservar la columna en acetonitrilo o metanol puro,
mientras que el resto recomendaban conservar la columna con una mezcla de solvente
orgénico y agua donde la proporcion recomendada oscilo entre 80:20 y 50:50, en este punto
hay que considerar que los filtros de acero inoxidable que retienen las particulas en el lecho
de la columna, pueden erosionarse mas rapido si Unicamente se utiliza solvente puro que con
la adicion de una pequefia cantidad de agua. Al final depende de la aplicacion de la columna
pues en varios casos, el almacenamiento no afecta el rendimiento de la columna, lo ideal seria

revisar el desarrollo del método para evitar problemas a futuro.

6.9 Fases estacionarias quirales empleadas para la separacién de moléculas en una

mezcla racémica

La fase estacionaria quiral para CLAR es un elemento clave durante el proceso de
separacion e identificacion de los compuestos de una mezcla racémica. Es necesario que
cuente con atomos que le permitan mas interacciones con uno de los enantiémeros, lo que
ocasiona la formacion transitoria de un diasteredmero dando como resultado diferencias en
los tiempos de retencidn, es decir, el isdmero con més afinidad por la fase estacionaria tiene
un tiempo de retencién mayor en comparacion con su imagen especular quien al no poder
interactuar del mismo modo eluye primero (Tarafder & Miller, 2021). Las interacciones
dipolo-dipolo, los enlaces de hidrogeno, los enlaces pi (sr-r), impedimento estérico y
complejos de inclusion, son los factores principales que controlan la formacion de complejos
diasteredbmeros temporales (Batista et al., 2018).

Existe una amplia variedad de selectores quirales como los derivados de proteinas,
ciclodextrinas, ciclofuranos, intercambiadores de iones, éteres corona, intercambiadores de
ligandos, entre otros. Sin embargo, los que se emplean con mas frecuencia son los derivados
de polisacéridos, los antibidticos macrélidos y los tipos Pirkle; su popularidad se debe a su
versatilidad, ya que para la separacién de varios analitos se puede emplear el modo reversa,
normal o polar orgénico (Scriba, 2016; Teixeira et al., 2019). En la Tabla 1 se describen
algunos ejemplos de CPS desarrolladas recientemente para la separacion e identificacion de

farmacos quirales conocidos.
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Tabla 1. Nuevas fases estacionarias quirales desarrolladas para el andlisis de farmacos
Caracteristicas del empaque
Tipo de CSP Estructura Material | Tamafio de | Tamafio | ~ Componentes del Farmacos Referencia
de la particula | del poro selector quiral
empaque (um) A
O
O Sll J\Q/
[
AINES
Ibuprofeno
OO ketoprofeno
0 variantes de (S) - N - ﬂﬂf&roﬁgﬁo
Pirkle Oz Silice 5 80 (1-aril-alil) -3,5- P (Knezevié
- ; suprofeno
dinitrobenzamidas et al.
fenoprofeno 201 9'
lorazepam )
‘ oxazepam
OO temazepam
(@]
@i
H
NO,
4 Derivado de L- (Bai &
. - hidroxiprolina -blogqueador
Mixta N o Silice 9 100 Chen,
1-octeno Atenolol
. 2021)
OH mercaptoproplio
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A base de
ciclodextrina

Silice
SBA-15

240

Antiparasitario

A base de
polisacaridos

Silice

1000

Bis (B-ciclodextrinas) prazicuantel (Shuang,
L Zhang,
con puente diamido ot al
de 4,4'-estilbeno Antihistaminico N
X . 2020)
trimeprazina
Blogueadores
metoprolol
Bis (B-ciclodextrinas) atenolol (Shuang,
esmolol )
con puente de Liao,
U propranolol
etilendiamina carteolol etal.,
dicarboxietil diamido . 2020)
carvedilol
arotinolol
labetalol
Bis (cloro fenil
carbamato)-(N- .
ciclohexilformamida |  Barbitdrico
Antidepresivo ggrg
citalopram 20183
Bis (3,4- o
diclorofenilcarbamato Ant-lfunglco
)-(N-ciclo hexil voriconazol
formamida) de
quitosano
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Debido a que no hay ningan producto universal, la amplia disponibilidad de CSP es un factor
que puede causar dificultades previo al andlisis de un enantiomero determinado, afortunadamente
se ha mencionado que el conocimiento del fundamento permite realizar de manera consciente el
cribado de informacion respecto a la fase movil y la CPS para un analito determinado lo que le

permite al analista optimizar los recursos y obtener buenos resultados (Tarafder & Miller, 2021).

6.10 Deteccidn de las moléculas activas quirales en un sistema CLAR

En un sistema CLAR, el detector es el componente responsable de convertir un atributo fisico
0 quimico en una sefal correspondiente a la concentracion o identidad de masa de los analitos
separados (Swartz, 2010). Por un lado, estan los detectores universales, capaces de responder a
casi cualquier analito, independientemente de la fase movil y por el otro estan los detectores
selectivos que solo pueden detectar compuestos con ciertas caracteristicas (Magnusson et al.,
2015).

Hay muchos tipos de detectores para CLAR, por lo que las caracteristicas deseadas en un
detector son; alta sensibilidad, respuesta predecible y reproducible, amplio rango dindmico (es
decir respuesta que aumenta linealmente con la cantidad de soluto), y que la temperatura y el flujo
de la fase maovil no afecten en la respuesta, ademas que no contribuyan al ensanchamiento de la
banda extra-columna, confiable y conveniente de usar, no destruya al analito, que proporcione
informacion cualitativa y cuantitativa sobre el pico detectado y por Gltimo, que proporcione una
respuesta rapida, sin embargo, ningln detector tiene todas esas propiedades, a través de los afios
se han disefiado varios dispositivos que cumplen con uno u otro desafio (Zhang et al., 2019).

En los siguientes parrafos se describiran las propiedades méas relevantes de algunos de los
detectores que se emplean cominmente para CLAR, sobre todo para el analisis de moléculas

quirales.

= Detectores ultravioleta-visible (UV/Vis)

El detector UV-Vis acoplado a CLAR se usa ampliamente en analisis farmaceuticos y control
de calidad, debido a que es robusto, sensible, tiene un amplio rango de linealidad, es facil de usar
requiere poco mantenimiento y es relativamente accesible en comparacion con otros detectores
(Zhang et al., 2019).
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El mecanismo del detector Ultravioleta-Vis consiste en hacer incidir un haz de luz sobre una
solucion diluida de analito, cuya concentracion es emitida como absorbancia por la fraccion de luz
transmitida a través de la celda siguiendo la ley de Beer- Lambert: 4 = ¢lc donde A es la
absorbancia, ¢ es el coeficiente de absorcién molar (dm3 mol-1 cm-1), | es la longitud de la
trayectoria de la celda de flujo (cm) y ¢ es la concentracion de la solucion (mol dm-3) (Essentials,
2018).

La mayoria de las bandas de absorcion de UV corresponden a transiciones de electrones en las
moléculas del analito. Varios de los detectores de UV-Vis operan en el rango de longitud de onda
de 190 a 800 nm (Zhang et al., 2019). Normalmente se utilizan tres tipos de detectores UV para
CLAR: detector de longitud de onda fija, detector de longitud de onda variable y detector de matriz
de fotodiodos (PDA o DAD por sus siglas en inglés). El detector de longitud de onda fija
generalmente utiliza una lampara de vapor de mercurio como fuente, la linea de emision de salida
que se usa es de 254 nm (Swartz, 2010). El detector de onda variable utiliza una fuente de deuterio
y un monocromador para permitir la seleccion de una longitud de onda particular en la regién UV-
Vis para la deteccién selectiva y la luz transmitida es registrada por un solo fotodiodo. En el
detector de matriz de fotodiodos (DAD) la luz policromética es dirigida a través de la celda de
flujo y la luz transmitida es guiada hacia un policromador donde una matriz de fotodiodos registra
simultaneamente sefiales de multiples longitudes de onda. Es el detector mas popular para CLAR
debido a su versatilidad para sintonizar diferentes longitudes de onda y recolectar simultaneamente
el espectro UV de un compuesto para la identificacion de solutos. Los espectros recogidos a lo
largo del perfil de pico se pueden utilizar para determinar la pureza o para evaluar si hay coelucion
con otros compuestos (Vehovec & Obreza, 2010).

Es importante elegir buffers y disolventes que tengan un corte de UV (longitud de onda a la que
el componente puro tiene una absorbancia de 1 unidad en una celda de 1 cm de longitud de
trayectoria con agua como referencia) bajo para limitar la sefial de fondo y aumentar la sensibilidad
de deteccidn (Essentials, 2018).

Una limitacion importante de la radiacion UV es que las moléculas con cromoforos UV pobres
o nulos no pueden analizarse mediante UV. Esto incluye compuestos en las clases de polimeros,
lipidos, aminoéacidos, carbohidratos e iones inorganicos, que carecen de cromoforos UV

significativos (Zhang et al., 2019).
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= Espectrometro de masas

La espectrometria de masas es una técnica importante para la deteccion de compuestos
organicos e inorgénicos, ya que puede proporcionar informacion sobre el peso molecular y detalles
estructurales. (Bianchi et al., 2018).

Una vez que la muestra ha sido separada en sus componentes correspondientes, estos son
introducidos por un nebulizador en la fuente de ionizacion, donde a través de diferentes
manipulaciones fisica y quimicas, se proporciona una carga a las particulas de interés. Estos
materiales cargados se introducen en el analizador de masas que separa los iones en funcién de su
relacion masa/carga (m/z). Los iones se pueden detectar cuando chocan con un multiplicador de
electrones o inducen una corriente al orbitar dentro de un electrodo (Zhang et al., 2019).

Al parecer la fuente de ionizacion es uno de los componentes del detector que mas influyen en
los resultados, de manera que existe la electropulverizacion, la ionizacion quimica a presion
atmosférica y la ionizacién por laser a presion atmosférica que se emplean considerando las
caracteristicas de la molécula que se desea analizar como el tamafio y la polaridad, sin embargo,
la baja fragmentacion de las estructuras limita la caracterizacion de compuestos. Con el fin de
mejorar esta desventaja se cred la ionizacion de electrones este método permite el anélisis de
moléculas pequefias a medianas con un amplio rango de polaridad y con alto grado de
reproducibilidad, también proporciona un patron de fragmentacién bueno con una cantidad
significativa de informacién estructural que permite una identificacion de estructuras a nivel de
isomero (Palma et al., 2010; Swartz, 2010; Bianchi et al., 2018).

La espectrometria en masas es una herramienta empleada en diversas areas, por tal motivo
siempre se estan buscando alternativas en cuanto a la fuente de ionizacion y los analizadores con

el fin de optimizar su uso y perfeccionar los resultados.

Con el objetivo de mejorar la vision estructural de los metabolitos la espectrometria de masas
en tindem, comunmente abreviado como MS/MS consiste de manera general en ionizar la muestra
por alguno de los métodos mencionados, posteriormente pasa por un primer espectrometro MS1
en donde los componentes de la muestra se separan y ordenan de acuerdo con su m/z, luego los
iones pasan por la celda de colision en donde se generan fragmentos como producto de su choque

con un gas inerte; los fragmentos generados pasan por un segundo espectrometro MS2, los cuales
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se pueden correlacionar con las moléculas seleccionadas en el MS1. La informacion sobre las
estructuras de los metabolitos depende del método de MS en tandem empleado como los
espectrometros de masa en cuadrupolo (Q), tiempo de vuelo (TOF), sector electrénico (ES),
transformada de Fourier (FT-ICR), entre otros (Fernandez-Lainez et al., 2009; Heiles, 2021).

= Detector de fluorescencia

La deteccion de la fluorescencia o FD por sus siglas en inglés es una técnica muy sensible, casi
sin fondo, limitada principalmente por el rendimiento cuantico de fluorescencia del analito y la
complejidad de la matriz, que pueden causar interferencias, extincion o auto-florescencia
(Andrews et al., 2017). La deteccion de los fluorocromos se logra mediante la excitacién UV con
una sola longitud de onda y la dispersion de todo el espectro de emision de fluorescencia (por
ejemplo, la fluorescencia emitida por laser) o excitando la muestra en un amplio rango de
longitudes de onda y detectando en todo el espectro de luz emitida una funcion de la longitud de
onda de excitacion con un detector de banda ancha (espectroscopia de excitacion por
fotoluminiscencia). En muestras liquidas, las bandas de excitacion y emisién son amplias, lo que
dificulta la distincion de los fluorocromos en las mezclas (Geng et al., 2018).

El detector de manera general cuenta con una lampara de xenon que puede cubrir de 250-1050
nm, ademas de una rejilla 6ptica como monocromador que cuenta con varios reflectores o un filtro
optico, luego la luz se dirige a la celda de flujo y la muestra que emite fluorescencia es captada por
un amplificador. Debido a que las distancias que recorre la luz en estos sistemas son largas se
pierde la eficiencia Optica, para solucionar dicho problema los cientificos han modificado varias
partes del detector como las fuentes de luz que en ocasiones se sustituyen por lamparas LED,
también los reflectores son acomodados en diferentes angulos para lograr la excitacion de las
moléculas (Andrews et al., 2017; Geng et al., 2018; Ferguson et al., 2021).

La informacion de estos tres detectores tiene relevancia debido a que son empleados con mas
frecuencia para el analisis de moléculas quirales, sin embargo, existen otros detectores que pueden

acoplarse a CLAR como los detectores a base de aerosol o RMN.

7 Analisis mediante CLAR de moléculas nuevas aprobadas por la FDA

Con respecto a las moléculas con uno 0 mas centros quirales, es un tema que ha tenido grandes

avances en cuanto a desarrollo instrumental en la técnica CLAR, un claro ejemplo de ello son las

41



fases estacionarias antes mencionadas, capaces de diferenciar entre los componentes de una mezcla
racémicay los detectores acoplados que ayudan a elucidar la estructura de las moléculas de interés.
Por lo que, el desarrollo de nuevas moléculas se encuentra estrechamente relacionado con esta
herramienta ya que permite la elucidacion estructural en las distintas etapas de sintesis, asi como

la separacidn con elevados porcentajes de pureza (arriba de 90%).

La FDA a lo largo de cada afio se encarga de revisar las nuevas solicitudes para la aprobacion
de nuevas entidades moleculares (NEM), es importante mencionar que de acuerdo con la
descripcion de su base de datos, las moléculas se pueden clasificar como primeras en su clase lo
que significa que “son productos nuevos e innovadores que nunca se han utilizados en la practica
clinica” 0 pueden ser entidades iguales o relacionadas con productos previamente aprobados que
“contienen restos activos que no han sido aprobados previamente por la FDA, ya sea como un
medicamento de un solo ingrediente o como parte de un producto combinado; estos productos

proporcionan con frecuencia nuevas terapias importantes para los pacientes” (FDA, 2020).

De enero de 2019 a diciembre de 2020 se admitieron 69 farmacos de los cuales 40 eran
enantiomeros individuales mientras que el resto eran aquirales, de los enantiomeros aceptados 28
correspondian a medicamentos que fueron previamente aprobados y 12 fueron clasificados como
primeros en su clase. De cada uno de estos farmacos se realiz6 una busqueda en bases de datos
como PUBMED, BIDIUAM, ELSEVIER y Wiley online library mediante palabras clave como
analisis, HPLC y el nombre del principio activo (API, por sus siglas en inglés). El resultado de
esta investigacion se presenta en la Tabla 2, resaltando en cada columna las condiciones analiticas

bajo las cuales se analiz6 cada molécula que fue aprobada por la FDA.
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Tabla 2. Condiciones analiticas empleadas en la técnica CLAR para en andlisis de NEM 2019-2020

. . Nombre y . .
Mole_cula Tipo de caracteristicas de la Modo (.j,e Fase movil Tempoeratura pH FIUJO. Detector Tlpo_ Eje Referencia
activa muestra separacion C mL/ min elucion
columna
Entidades previamente aceptadas 2019
A: &cido
trifluoroacético al
0.05% en agua
Gemini-C18 triflui;oaacclgt(i)co al (Ferrari et al
Cenobamato | Tabletas (150 x 4.6 mm) Reversa 0.04% en 35 _ 1 UV-vis | Gradiente 2020)
3 Um e
acetonitrilo/
alcohol
isopropilico 78:28
viV
Kinetex de bifenilo P
Cefiderocol Plasrpa (150 x 4.6 mm) Reversa Buffer de f_osfatos 30 2.6 1 UV-Vis | Gradiente (Mernissi et al.,
sanguineo 5 um y acetonitrilo 2021)
A: &cido férmico
Kinetex-C18 al 0.1 % en agua .
Lefamulin Plasrpa (30 x 2.1 mm) Reversa | B: acido férmico 40 . 0.5 MS/MS | Gradiente (Strickmann
sanguineo etal., 2021)
2.6 ym al0.1%en
metanol
Kromasil-C18 .
Lemborexant | Tabletas (150 x 4.6 mm) Reversa Metar.lol y agua 27 2.7 1 UV-Vis | Isocrético (Muralikrishna
75:25 viv et al., 2020)
3.5 um
0.20-1.20
X-Terra phenyl A: acetato de
Darolutamida Plasrpa (150 x 3.9 mm) Reversa amonio 10 mM 40 4.8 conforme PDA | Gradiente (Zakkulaetal.,
sanguineo 5 ] L avanza el 2019)
pm B: acetonitrilo tiempo
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Capcell pack-C18

Buffer de fosfato

- Plasma MGIII de potasio 10 mM - (Seoetal.,
Alpelisib sanguineo (250 X 4.6 mm) Reversa y acetonitrilo 40 6.6 1 FD Isocratico 2021)
5um 59:41 viv
Zorbax Eclipse Plus- acido férmico al
. Producto C18 0.5% en . . (Sartawi et al.,
Siponimod de sintesis (150 x4.6 mm) Reversa acetonitrilo y agua — 3 12 UV-Vis | Isocratico 2020)
5um 65:35 viv
Lux Amylose-1
. Producto [amilosa tris (3,5- Organico Di etilamina al N - (Koteles et al.,
Solriamfetam de sintesis | dimetilfenilcarbamato)] polar 0.05% y metanol 20 — 06 UV-Vis | Isocratico 2020)
(150 x 4.6 mm)
Entidades moleculares primeras en su clase 2019
Estandar Luna C18(2) Al\‘:ots);jaftfoe rd(ge (Momin et al
Pretomanida de (150 x4.6 mm) Reversa R 15 2.5 1 PDA | Gradiente B
. trietilamina 2017)
referencia 5 um, 100A ,
B: metanol
Entidades moleculares previamente aceptadas 2020
Hewlett-Packard-C18
A Citosol Hypersil metanol al 60% y Ly (Diaz et al.,
Nifurtimox hepatico (20 cm x 2.1 mm) Reversa agua 40 . 0.2 PDA | Isocréatico 2004)
S5um
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A: &cido foérmico
al 0.1% en agua-
acetonitrilo (90:10

Plasma Achrom ACE-C18 vIv) (van Andel
Lurbinectedin | sanguineo- (30 x 2.1 mm) Reversa e 50 . 0.6 MS-MS | Gradiente
. B: acido formico et al., 2018)
orina 3 um
al 0.1% agua-
acetonitrilo (10:90
v/iV)
C18-Promosil ODS Etanol y agua (Saeed et al
Artesunate | Tabletas (150 x 4.6 mm) Reversa ) y /g . 4.5 1 UV-Vis | Isocratico N
5 um 65:35 viv 2020)
Lux amylose-1 .- 2-propanol y .
Ozanimod Progluctc_) (150 x4.6 mm) Organico metanol 25 _ 0.2 PDA | Isocrético (Horvath etal.,
de sintesis polar ) 2020)
5um 70:30 viv
Acquity UPLC BEH- A: Hidrdxido de
. 0 .
Pralsetinib PIasrpa cl8 Reversa | 2mono al 0.02% 40 0.6 MS/MS | Gradiente (Sentirk etal.,
sanguineo (30 x2.1 mm) en agua — 2020)
1.7 um B: Metanol
Buffer de acido
o X-Terra-C18 -
DeC|tab|r_1a Y| Tabletas (250 x 4.6 mm) Reversa ortofosforico al _ 6.5 1 PDA | Isocrético (Ishag et al,
cedazurina 5 um 0.1% y metanol 2020)
H 40:60 viv
Buffer de
Estandar Waters-C18 o(;tiﬁl;gigat:n((j)e (Kumar &
Rimegepant de (250 x 4.6 mm) Reversa drog _ 7 0.8 PDA | Isocrético | Chandrasekhar,
. potésico en
referencia 5um 2021)
metanol
30:70 vIV
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Acido formico al

Xterra-C18 0 .
Avaprinib Prquth.) (150 x 4.6 mm) Reversa 0.1% en aguay . . UV-Vis | Isocratico (Singh etal,
de sintesis 5 um acetonitrilo 2020)
K 40:60
Entidades moleculares primeras en su clase 2020
Producto Luna fenil-hexilo A: acetato de (Tong et al
Lonafarnib de sintesis (250 x4.6 mm) Reversa amonio 20 mM 40 6,0 MS | Gradiente 20%6) N
5um B: acetonitrilo
. . Acetonitrilo y
Estandar Agilent Zorbax Eclipse agua (acidificada
. SB-C18 > - (Hamdy et al.,
Remdesevir de Reversa con acido orto- 4,0 PDA-FD | Isocratico
. (250 x4.6 mm) - — 2021)
referencia 5um fosforico)
H 55:45 (v/v)
Agilent- C18
. _— Producto Metanol y agua N L (Lun Wang
Tirbanibulin de sintesis (150;(31.3 mm) Reversa 79:28 VIV 25 _ UV-Vis | Isocratico et al., 2021)
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La informacion recopilada respecto a las condiciones de analisis empleadas durante la
aplicacion de la técnica CLAR que se muestra en la tabla anterior, corresponde a un total de 16
farmacos pertenecientes al grupo de los previamente aprobados por la FDA y 4 clasificados como
primeros en su clase. Con relacion a los 20 principios activos faltantes, algunos medicamentos
como Lactitol, Remimazolam (previamente aprobadas 2020), Upadacitinib (previamente aprobada
2019) y Selinexor (entidad molecular primera en su clase 2019) fueron analizados por UHPL; del
resto presentes en la Tabla 3 existen articulos relacionados con cada uno de ellos, sin embargo, la
informacion disponible se encuentra asociada a informacion que incluye comparaciones entre APIs
gue cuentan con similar mecanismo de accion, asi como su determinacion de dosis-respuesta y
algunos de ensayos clinicos fase Ill. Sin embargo, hay algunos autores que reportan métodos de
sintesis y que se menciona la utilizacion de CLAR después de cada paso dentro del proceso de

obtencion, pero no mencionan la descripcion detallada de las condiciones analiticas.

Tabla 3. NEM aprobados por la FDA sin descripcion detallada de anélisis CLAR

Entidades moleculares previamente aceptadas Entidades moleculares primeras en su clase

2019 2020 2019 2020

Imipenem, cilastatina y

Fluoroestradiol F18 Brexanolona Osilodrostato
relebactam

Elexacaftor / ivacaftor / . - .
Remimazolam Tafamidis meglumine Clascoterone

tezacaftor
Zanubrutinib Oliceridina Istradefylline
. Setmelanotide
Tosilato de lumateperona Berotralstat Tenapanor
Ubrogepant Vibegron

8 Conclusién

Es importante resaltar que el método CLAR continda siendo una de las técnicas analiticas que
se emplea con mas frecuencia para el estudio de las NEM con caracteristicas quirales, asi mismo
prevalece la elucidacion estructural mediante la fase reversa con columnas C18 y sus derivados,

mientras que los detectores empleados para este tipo de moléculas son el UV-Vis, PDAy MS-MS.
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Por otro lado, el requisito de una elevada pureza en la obtencion de nuevos farmacos quirales

exigido por instituciones regulatorias como la FDA puede ser cumplido exitosamente por el

método CLAR o en algunos casos especificos por alternativas como la cromatografia de fluidos

supercriticos y la cromatografia liquida de ultra alto rendimiento. Sin embargo, sigue siendo poca

la informacion sobre la adaptacion de estas metodologias para varias de las NEM aprobadas en los

altimos afios por lo que su andlisis y determinacidn es una ventana de oportunidad en el area de la

quimica analitica.
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