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Resumen

La vitamina A es un micronutriente esencial de naturaleza liposoluble necesario para el
funcionamiento de diversas funciones, esta implicada en los mecanismos de regulacién génica
entre otras actividades metabdlicas y fisiologicas. La vision, la hematopoyesis, el desarrollo
embrionario, la diferenciacion de las células de la piel, la funcion del sistema inmunitario y la
transcripcion génica requieren vitamina A.

Este trabajo se centra especialmente en una revision bibliogréafica sobre la identificacion,
separacion de los productos derivados del retinol, y los distintos retinoides, ademés de su
cuantificacion mediante métodos analiticos, en formas farmacéuticas de uso oral y uso topico,
asi como en productos dermocosmeéticos y muestras bioldgicas. Las técnicas analiticas que mas
se emplean en su determinacién son los métodos cromatograficos, especialmente HPLC,
acoplada a detectores de UV/Vis, DAD y MS.

Palabras clave: Vitamina A, vitaminas liposolubles, retinoides, cuantificacion,
dermocosmeética, cromatografia, HPLC

Abstract

Vitamin A is an essential micronutrient of liposoluble nature necessary for the functioning of
various functions, its involved in the mechanism of genetic regulation among other metabolic
and physiological activities. Vision, hematopoyesis embryonic development, differentiation of
skin cells, immune system function and transcription require vitamin A.

This work focuses especially on a review about the main analytical methodologies for the
identification, separation and quantification of retinol and retinol derivatives, in pharmaceutical
forms for oral administration and for topical administration, dermocosmetic products, and
biological samples. The analytical techniques that are most used in their analysis are
chromatographic methods, especially HPLC -UV/Vis, HPLC-DAD and in tandem HPLC-MS.

Key words: Vitamin A, fat-soluble vitamins, retinoids, quantification, dermocosmetic,
chromatography, HPLC.

Abreviaturas

. HPLC: Cromatografia de liquidos de alta eficacia.
. UV/VIS: Ultravioleta/visible.

. AR: Acido retinoico.

. RAR: Receptores acido retinoico.

. CRABP: Proteina transportadora del &cido retinoico celular.
. LCAT: Lecitin colesterol acil transferasa.

. FM. Fase movil.

. FE: Fase estacionaria.

. HPLC: Cromatografia de liquidos de alta eficacia.
10. THF: Tetrahidrofurano.

11. ACN: Acetonitrilo.

12. AA: Acido acético.

13. TFA: Acido trifluoroacético

14. LLE: Extraccion liquido-liquido

15. PDA: Detector de diodos en serie.

16. METOH: Metanol.
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1. Introduccion

La vitamina A es un micronutriente, de naturaleza liposoluble, que se encuentra en los
alimentos como las carnes magras, higado, los lacteos, la yema del huevo y la mantequilla. Al
ser un micronutriente esencial, el cuerpo humano obtiene esta fuente a través de la dieta, ya que
no la puede sintetizar. Asimismo, se puede obtener a través de otras moléculas que contengan
actividad pro vitaminica, como los carotenoides, que son precursores de la vitamina A y que se
encuentran en el reino vegetal; entre ellos, el mas destacado es el 3-caroteno. La conversion del
R-caroteno en vitamina Asi se lleva a cabo mediante reacciones de 6xido-reduccion en las que
se transforma en retinal, por ruptura enzimatica del 3-caroteno y posteriormente en retinol. Los
isbmeros todo-trans de la vitamina A son los que mas actividad bioldgica tienen, los [-
carotenos funcionan como antioxidantes en todos los tejidos, salvo en el tejido pulmonar. {1,23
La vitamina A se conoce con el nombre de retinol debido a la funcion esencial que desempefia
en la retina del ojo. {13

El retinol, retinal y el &cido retinoico son las formas biol6gicamente activas de la vitamina
Ay desempefian en el organismo numerosas funciones. {1}

Estimulacion del crecimiento celular y diferenciacion de los tejidos epiteliales y 6seos.
Interviene en el desarrollo embrionario.

Inmunomodulador, al intervenir en la expresion génica.

Implicacion en el sistema inmune.

Mantenimiento de la funcién visual. {13

Al estar implicado en la regeneracion celular, estimula la regeneracion de las mucosas,
garganta y pulmones. Es necesaria y esencial para la funcion visual. La deficiencia en esta
vitamina puede conducir a varias patologias.

En el campo de la cosmética, llevan més de 60 afios trabajando con la vitamina A debido a sus
maultiples propiedades para la piel, es considerada la fuente de la juventud; ademas, funciona
como principio activo para varias afecciones dermatoldgicas, como es la psoriasis, el acné.

Por ello, vamos a centrarnos en los retinoides mas caracteristicos que se emplean en esta
industria, y sus principales indicaciones. {1}

1.1 Caracteristicas fisico-quimicas y estructura molecular

La estructura basica de una molécula retinoide consta de un grupo final ciclico, una cadena
lateral de polieno y un grupo final polar. El sistema conjugado por los dobles enlaces C=C
alternados en la cadena lateral de polieno es el responsable del color de los retinoides
(generalmente amarillo, naranjo o rojo). En la naturaleza se encuentra en forma de retinol,
retinaldehido y acido retinoico. Se han descubierto hasta 2.500 retinoides activos, que pueden
sufrir cambios estructurales a nivel del anillo o de la cadena lateral. En su forma cristalina pura
es una sustancia amarilla —verdosa, insoluble en agua, soluble en grasa y disolventes organicos.
Al poseer un radical isopreno, es muy inestable frente a la luz y al oxigeno, y a las elevadas
temperaturas, de ahi la dificultad de su manipulacién para llevar a cabo su determinacion
analitica. Son moléculas lipdfilas y penetran facilmente en la epidermis. {1,2,3}
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Figura 1. Formas activas de la vitamina A.

1.2 Patologias asociadas a la vitamina A

Los requerimientos de vitamina A en el cuerpo son bajos, pero su déficit produce patologias
funcionales, ya que produce endurecimiento de los epitelios, del sistema respiratorio,
reproductivo y urinario, y afecta a los huesos. {23

En el ciclo de la vision, en concentraciones bajas de 11-cis-retinal interrumpe la
formacion de la rodopsina, en el ciclo visual de los bastones, por ello es importante para la
funcion visual. {23

El exceso de vitamina A también es perjudicial, al ser una vitamina liposoluble, puede
acumularse en el organismo y producir efectos adversos. {23

Cadena lateral del mena peplidica

aminoacido Lisina HN
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+ NH
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Figura 2. Formacion de la rodopsina.

11-cis-retinal

1.3 Mecanismo de accion de los retinoides

El acido retinoico es la principal forma fisiologicamente activa de la vitamina A. Sus funciones
bioldgicas estan reguladas por los receptores citoplasmaticos CRABP, encargados del
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transporte del &cido retinoico celular, y también por otros receptores de retinoides, RAR y RXR,
receptores nucleares que intervienen en la regulacion de la expresion genica. {1}

El retinol tiene dos destinos principales: la esterificacion y almacenamiento de los
tejidos, y del metabolismo oxidativo a retinaldehido. La enzima LCAT es responsable de
esterificar la mayoria del retinol en ésteres de retinilo. El retinol resulta de la accion de alcohol
deshidrogenasas citosélicas y retinol microsomo oxidasas que producen retinaldehido todo
trans. {45}

1.4 Retinoides en dermatologia

Los retinoides son derivados de la vitamina A y pueden ser naturales y sintéticos. Por un lado,
el &cido retinoico, derivado natural, se emplea con fines terapéuticos en el tratamiento del acné,
la psoriasis e ictiosis, y en la prevencion del cancer, mientras que el retinol, se emplea mas en
dermocosmética. Retinol y cido retinoico, a diferencia de los retinoides sintéticos, no son tan
irritantes y, por ello, se encuentran en las cremas “antiaging” puesto que actian como filtro UV,
previenen el stress oxidativo, y regulan la flora bacteriana de la piel. {13

HaCO l
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f, O ' \/TH\S/VT;

CO.H Adapaleno

CH, CH, CH,

CHj Tretinoina

A HoC,_ CH M
H,CO CH, COH
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Acitretina Isotretinoina
0 H3C CH3 CH3 CH3
HsC CHs /| 0" CH, NP oH
SN
CHs
S
Tazaroteno Retinol

Figura 3. Estructuras quimicas de los derivados sintéticos de la vitamina A.

Acido retinoico: la tretinoina fue el primer retinoide empleado para el uso topico, es inestable,
sensible a las reacciones de oxidacion y al calor. Esté indicada en el tratamiento de la psoriasis
y queratosis actinicas, producen irritacion. Por ello, esta formulada con vehiculos oleosos,
ademas de que es una molécula muy sensible a la luz, de ahi que se debe aplicar sélo por la
noche para evitar su degradacion, y por ultimo se debe destacar, que, aungue, no exista ninguna
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evidencia concluyente, estos tratamientos que contienen tretinoina, se deben suspender durante
el embarazo, por su posible efecto teratdgeno. {13

Acido 13-cis-retinoico: Es la isotretinoina, analogo de la anterior, con la misma accion
terapéutica y estabilidad, pero menos irritante. Fue desarrollada por los Laboratorios Roche en
la década de los 80. Existen formulaciones tanto por via oral como tdpica, y su indicacion
terapéutica consiste en la reduccion de la secrecion sebacea, disminuye la produccion de
dihidrotestosterona e interfiere en la modulacion del sistema inmune celular y humoral. {13

Adapaleno: Retinoide de tercera generacion, deriva del &cido naftoico, se caracteriza por ser
mas fotoestable, de elevada lipofilia, tiene elevado punto de fusién y ausencia de color y olor;
en presencia de luz y perdxido de benzoilo, el gel se mantiene mas estable, por ello, existe
muchas preparaciones indicadas en el tratamiento del acné que contiene estos dos principios
activos. Poseen selectividad por los receptores RAR delta, de ahi su actividad moduladora en
la proliferacion de queratinocitos, ademas inhibe la respuesta pro-inflamatoria mediada por el
metabolismo del &cido araquidénico. Son de bajo poder irritante. {13

Tazaroteno: Retinoide sintético de tercera generacién, en contacto con la piel se convierte en
el metabolito activo, es el acido tazaroténico, y se une a los RAR, beta y delta, inhibiendo la
proliferacion y diferenciacion queratinocitica, estad indicado en el tratamiento del acné,
psoriasis, y fotoenvejecimiento por aplicacion topica, y hay estudios que lo consideran como
una alternativa terapéutica, frente a la onicomicosis subungueal. {16}

Bexaroteno: Derivado benzoico de tercera generacion de la vitamina A, soluble en etanol,
citostatico indicado en el tratamiento del linfoma cutaneo de células T, existe formulado en gel
para uso tdpico. Activa los receptores RXR, regulando asi la transcripcion génica controlando
la proliferacion y apoptosis celular. {13

Acitretina: Derivado monoaromatico de segunda generacion, indicado en el tratamiento de la
psoriasis. {1}

2. Objetivos

Revision bibliogréafica de las principales metodologias analiticas para la determinacién de
retinoides en muestras bioldgicas, medicamentos y cosméticos.

3. Material y métodos

Las referencias bibliograficas de este trabajo proceden de los portales de internet de Google
Académico, Scielo, Medline, Pubmed, Medigraphic, libros de la Biblioteca de la Facultad de
Farmacia, Science Direct, Tesis doctorales en Red, y monografias de la Real Farmacopea
Espafiola.

Las fuentes de informacion recogidas de estos portales proceden de articulos de revistas
cientificas, y de tesis doctorales. Para seleccionar la informacion se han empleado términos
relacionados con la determinacion analitica del retinol en férmulas de uso topico, retinoides en
plasma humano, y extraccion de vitaminas liposolubles en muestras biol6gicas.

4. Resultados y discusion
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Debido a la fotolabilidad y sensibilidad al calor y la oxidacion de las vitaminas liposolubles, su
determinacion en preparaciones cosmeticas es particularmente importante para el control de
calidad de los productos terminados.

Para evitar esta degradacion, se necesitan técnicas de pretratamiento de muestras rapidas y
simples que minimicen la exposicion a la luz, oxigeno atmosférico y el calor. Una vez extraida
la muestra, se somete a metodos cromatograficos, siendo la técnica mas utilizada la
Cromatografia de Liquidos de alta eficacia en fase inversa, segun las referencias halladas. {73

4.1 Pretratamiento de muestras

Debido a las condiciones que precisan estos analitos para evitar su deterioro, estas muestras se
someten a un tratamiento previo a los procedimientos analiticos, para extraer el retinoide de la
matriz y adecuarlo al sistema cromatografico, haciéndolo compatible con la fase mévil sin
comprometer la eficacia y resolucion de la separacion, asi como conseguir una buena
reproducibilidad y sensibilidad de la técnica. {8}

La metodologia actual requiere saponificacion, extraccion liquido-liquido y
evaporacion de disolventes; pero estos procedimientos tienen sus desventajas, ya que pueden
formarse emulsiones y/o degradacion de analitos relevantes. Por ello, la extraccion con fluidos
supercriticos esta siendo una alternativa a la extraccion liquido-liquido, para el aislamiento de
analitos organicos de matrices semi-sélidas, debido a que en la extraccion comercial se emplean
grandes volumenes de disolventes organicos. {s}

4.1.2. Extraccién mediante fluidos supercriticos (SFE)

SFE emplea buenos extractantes para la extraccion de este tipo de moléculas, ya que su
viscosidad y coeficiente de difusion se asemejan a los gases, la difusibilidad del fluido
supercritico es una funcién de la densidad que se puede modificar variando su temperatura o
presion del fluido. EI COz2 es el fluido supercritico méas empleado debido a su baja temperatura
critica 31 ° C y presion a 74 bar, no es toxico ni inflamable, ademas de ser relativamente inerte.
El proceso consta de dos etapas; la extraccion y separacion del disolvente. En la primera etapa,
el CO2 fluye a través de la muestra arrastrando los analitos, a continuacién, retiramos el
extractor y a través del restrictor, necesario para nivelar a presion ambiente, y precipita el
soluto, y éste es separado mediante un proceso de adsorcion. {8 g}

4.2 Métodos Cromatograficos

Son técnicas de separacidn, en las que en funcidon de la afinidad que tengan los distintos analitos
a separar de una muestra compleja por fase estacionaria (donde quedaran retenidos mas o
menos) o por la fase movil, que se desplaza recorriendo la fase estacionaria. En ese devenir de
la fase movil por la fase estacionaria es cuando aquellos compuestos mas afines a la fase movil
seran mas facilmente eluidos de la fase estacionaria, que aquellos compuestos que son mas
afines a la fase estacionaria que necesitaran un mayor volumen de fase movil para poder ser
eluidos. se produce la separacion de los analitos. En resumen, en funcion de la naturaleza
quimica de los analitos, estos tendran mayor o menor interaccion con la fase movil o la
estacionaria.
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La técnica cromatografica mas empleada hallada en esta revision, es la cromatografia
de liquidos de alta eficacia (HPLC) en fase inversa en tandem con espectrometria de masas,
aungue también se puede encontrar algunos ensayos en fase normal. {10}

4.2.1 Cromatografia liquida de alta eficacia HPLC

Cromatografia liquida que, en funcion del tipo de FE permite el andlisis de todo tipo de
compuestos, como especies idnicas, compuestos polares, termolabiles y compuestos de elevado
peso molecular, etc. En la cromatografia liquida, la fase movil es un liquido que fluye a través
de una columna que contiene la fase estacionaria, y la separacion se consigue mediante las
interacciones especificas entre las moléculas entre la fase mdévil y estacionaria, que puede ser

liquida o solida. {103
sample
:frlr-y(; M—b@:ﬁ]—‘ Detector
l HPLC column

[ ]

HPLC
solvent

Data aquisition

waste

Figura 4. Esquema cromatografia de HPLC.

Varias de las referencias recopiladas describen métodos HPLC para la cuantificacion de
vitaminas liposolubles, empleando mezclas de acetonitrilo/metanol como fase mévil a un flujo
de 1 mL/ min. El procedimiento comienza con la inyeccién de la muestra, se deben emplear
volimenes muy pequefios para conseguir una mayor reproducibilidad y se trabaja a temperatura
ambiente.

Una vez inyectada la muestra, se lleva a cabo una elucion isocratica, es decir, la
composicion de la fase movil se mantiene constante durante el proceso de separacion,
obteniendo una buena resolucién de los compuestos. Antes de acceder a la columna, de
octadecilsilano C18 donde tiene lugar la separacion, pasa previamente por una pre-columna
para proteger la columna analitica, haciendo de filtro para retencién de particulas. Por altimo,
nos encontramos con un detector UV-Vis, que es el método de deteccion elegido mas
frecuentemente que el detector fluorimétrico. {10,113

La bibliografia consultada menciona los siguientes parametros que se deben tener en
cuenta para un analisis cromatografico:

Tiempo de retencidn: tr tiempo que esta retenido el analito en la fase estacionaria, en
otras palabras, tiempo que transcurre desde que se inyecta la muestra hasta que se
obtiene su maxima sefial en el detector.

- . ., . , , t
Indice de retencion: se obtiene a través de esta formula k' = tR — % donde t es el

tiempo que tarda en eluir un compuesto en recorrer en sistema cromatografico sin
interactuar con la fase estacionaria. Este parametro nos informa sobre la afinidad que
presenta el analito por la fase estacionaria y por fase mavil, siendo utilizado para
comparar la separacion de un mismo analito en diferentes sistemas cromatograficos.
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Selectividad: a = tr2 — tm/ trl — tm Medida de la capacidad del sistema de
separar los compuestos.

Eficacia y resolucion de la columna: miden la calidad de separacion entre ambos picos
en el cromatograma. {103

Retinoides qgue se determinan por HPLC

4.2.1.1. Determinacion de tretinoina e isotretinoina en formas farmacéuticas orales

La revision bibliografica recogida propone un método por HPLC en fase inversa, en productos
dermatol6gicos empleando la elucion isocratica de fase movil de alta presién compuesta por
acido trifluoroacético al 0,01 %: acetonitrilo (15:85 v/v), utilizando una columna C18 y
deteccion UV, para la determinacion del acido todo-trans-retinoico, y el acido 13- cis-retinoico,
previa extraccion con metanol seguido de un estudio de fotoestabilidad de los compuestos. {11}

Otro procedimiento, recogido en la Real Farmacopea Espafiola, emplea una columna de
0,15 m de longitud y un didmetro interno de 4,6 mm, una fase mévil compuesta por acido
acetico glacial, agua y metanol (5: 225: 770 v/v/v) y una fase estacionaria Cis, se cuantifica con
deteccion espectrofotométrica a 355 nm.

1 00 — — — r
------------------------------------------------ -
(1] 10 1k ] 12 300 350 a0 i) 0
Mrites

Figura 5: Cromatograma HPLC tretinoina 353 n, fase mévil compuesta por &cido trifluoroacético y acetonitrilo
(15:85, v/iv), flujo de 2 mL/min. Columna de C18, 150x4,6 mm, 5 micras.

4.2.1.2 Determinacion de tocoferoles y retinol en plasma humano
Método selectivo y sensible para su deteccion y cuantificacibn empleando detector

fluorimétrico. Las longitudes de onda de excitacion / emision son 295/330 nm y 325/470 nm
para su analisis respectivo, empleando acetato de retinol como patron interno. {123

-10 -
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Figura 5. Cromatograma HPLC retinol.

Se analizan el alfa-tocoferol, gamma-tocoferol y el retinol mediante deteccidn
fluorimétrica. EI método de fase inversa incorpora la elucién en gradiente, emplea una fase
movil compuesta por metanol y acetonitrilo (80:20, v/v), la fase estacionaria se logra empleando
una columna hibrida Cis a 30 °C de 150 mm de longitud, 2,1 mm de grosor, y un tamafio de
particula 1,7 micras.

4.2.1.3 Determinacion del adapaleno en nanocapsulas y geles

Se extrae el analito de la muestra con acetonitrilo/tetrahidrofurano/metanol (2,5: 5: 2,5, v/VIv),
a continuacion, se filtra a través de una membrana de poliacetilamida con una porosidad de 0,45
pum. Las condiciones cromatograficas son; FM de metanol/agua (95: 5, v/v) a pH 3 con H3POs,
columna Merck 250 mm x 4 mm, y una velocidad de flujo de 1 mL/min. {13}

Otro ensayo que determina adapaleno en geles topicos, emplea como FM &cido
trifluoroacético y acetonitrilo (20:80, v/v), empleando un modelo de columna de 150 mm de
longitud y un diametro interno de 4,6 mm como FE a un caudal 1 mL/min, empleando un
detector PDA. {143

El método de cuantificacion segun la Real Farmacopea Esparfiola, emplea una columna
gue mide 0,25 cm de longitud y 46 mm de didmetro interno, con gel de silice fenilsililada como
FE a 30 °C, elucion en gradiente con una tamafio de particula de 5 micras, y TFA/H20 (0,1:
100 v/v) como FM A, y como FM B se emplea THF/ACN (35: 64, v/v), a 270 nm con 1,2
ml/min de caudal y un tiempo de retencion de 20 minutos.

Otro método por HPLC empleando como detector de diodos en serie, por elucion
isocratica usando como fase movil acetonitrilo/ H20 (67: 33, v/v) a pH 2,5 con acido fosforico,
en una columna Merck RP-8 de 125 mm de longitud, y 4,6 mm de didmetro interno a un caudal
1,4 ml/ min, tamafio de particula de 5 micras a 321 nm. (Figura 6) {15}
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Figura 6. Cromatograma disolucién estandar adapaleno disuelto en etanol, columna RP-18, FM: ACN/H20. El
pico representa A, que es el adapaleno, (B) representan los excipientes, y (C), es el etanol.

4.2.1.4 Determinacion de tazaroteno en muestras de geles

Mediante HPLC en fase inversa como FM A, &cido ortofosférico a pH 3 y como FM B metanol:
tetrahidrofurano (95: 5, v/v) a 325 nm en un flujo de 1 ml/ min, empleando una columna de 150
mm de largo y 3.9 mm de diametro interno, 5 micras y a 30 °C con deteccion absorciométrica
a 325 nm empleando un detector de diodos en serie. {16}

4.2.1.5 Determinacion de &cido retinoico en microcapsulas

Método de elucion en gradiente se emplea con una columna C18 de fase inversa de 150x4,6
mm, 5 micras, a una deteccion de 350 nm, en una fase mévil de metanol y &cido acético al 1 %
(85:15 v/v), acoplado a un detector UV/VIS. @7y

4.2.1.6 Determinacion de acitretina en comprimidos

Segun la Real Farmacopea Espafiola, se emplea una columna de 250x4 mm, como fase
estacionaria, microparticulas de silice octadecilsililada a 360 nm, y como fase movil
etanol/acido trifluoroacético (92: 8, v/v), a 25 °C, un tamafo de particula de 5 micras, a un
caudal de 0,6 ml/min, acoplado a un detector UV/Vis.

4.2.3. Cromatografia liquida-Espectrometria de masas en tandem

La espectrometria de masas consiste en la obtencion de iones partiendo de analitos que estan
en estado gaseoso, para su separacion en funcién de la relacion masa/carga (m/z), los iones que
Ilegan al detector producen una sefial eléctrica ampliada, dando lugar al espectro de masas. Se
emplea para la determinacion de la masa molecular de proteinas, ademas de su composicion
cuantitativa y cualitativa. La deteccion por espectrometria de masas se puede acoplar a traves
de una interfase a la salida de la columna de un cromatdgrafo de liquidos, para el andlisis de
compuestos organicos no volatiles, o de un cromatografo de gases si se trata de analisis de
mezclas de analitos organicos volatiles.

-12 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

La ionizacion de los analitos de la muestra se puede llevar a cabo mediante la ionizacién
quimica a presion atmosférica (ACPI), o electrospray (ESI). {10}

Analizador: Cuadrupolo simple

HPLC D _( "
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@ —- =
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de lipidos GC iones
Analizador: Cuadrupolo triple Espectro

Figura 7. Esquema del acoplamiento HPLC-MS y GC-MS (parte superior). Evolucion de los cromatogramas
obtenidos por HPLC- MS-MS (parte inferior).
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4.2.3.1 Determinacion del acido todo trans retinoico en plasma

Se emplea acitretina como patrén interno, se procede a la LLE de plasma con metil-terc-butil
éter, empleando una FM con el 40 % de fase A (MTBE- metanol- &cido acético; (50: 50; 0,5,
v/ viv) y 60 % de fase B compuesta por agua-metanol-acido acético, 50: 50: 0,5 v/v) con un
flujo de 0,3 mL/min, como FE se emplea una columna Cis de 150 mm de longitud y 2,1 mm de
diametro, interno acoplado a deteccién por MS. {18}

1231
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Figura 8. Evolucion de cromatograma obtenido por HPLC-MS, espectro idnico del acido todo trans retinoico
(m/z: 123,1).
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4.2.3.2 Determinacion de isotretinoina en plasma

Ensayo que emplea CL-ESI-MS, utiliza acitretina como patrdn interno, con una fase movil de
acetonitrilo y agua (90:10, v/v), el analizador de masas consta de un cuadrupolo simple (Fig.
7), donde los iones son acelerados en modo SIM, es la técnica que permite que solo pase un ion
con una determinada m/z. {19}

4.4 Cromatografia de gases

Técnica que permite la separacién de moléculas atendiendo a su punto de ebullicion, la fase
movil gaseosa solo sirve de gas portador de la muestra. Los distintos componentes a separar de
la muestra, seran retenidos en la fase estacionaria, y en funcion de la temperatura que haya en
la columna, los analitos pasaran a estado gaseoso, momento en el cual seran recogidos por la
fase movil, conduciéndolos uno a uno hasta el detector.

Es de los procedimientos menos empleados para el analisis de retinoides porque son
compuestos termolabiles. El acido retinoico y otros acidos carboxilicos de retinoides pueden
convertirse facilmente en derivados volatiles adecuados para su analisis por cromatografia de
gases mediante derivatizacion, por ejemplo, mediante acetilacion, y posterior deteccién por
espectrometria de masas. Los analogos deuterados del &cido retinoico u otros &cidos
carboxilicos de retinoides se han utilizado como patron interno. {3}

4.5 Cromatografia en capa delgada

Técnica mas sencilla y rapida que emplea una delgada capa de fase estacionaria depositada
sobre un soporte plano generalmente de aluminio, por la que la FM asciende por capilaridad
arrastrando los analitos a separar mas afines a la fase movil. {10}

En la RFE refleja un ensayo para la cuantificacion de la isotretinoina en medicamentos por este
procedimiento; parten de una disolucion problema, y otra que contiene la tretinoina, la placa
que contiene la FE es de gel de silice GF 254,y acido acético glacial, acetona, éter y ciclohexano
(2:4:40:54 viviviv) como fase mdvil, y se examina con luz ultravioleta a 254 nm.

En la siguiente tabla se resumen los principales métodos cromatograficos descritos en
el presente Trabajo Fin de Grado.
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Tabla 1. Métodos analiticos para la determinacion de la vitamina A.

Analitos Métodos Ensayos Muestras
Acido trans | HPLC-RP Extraccion SFE Cremas, pomadas, plasma,
retinoico UV/Vis FM: Acetonitrilo/metanol cosméticos
Tretinoina Columna 150x4,6 mm, 5 micras
CCF FM: AA/acetona/éter//ciclohexano
FE: Gel de silice UV 254 nm
CL Extraccién con metanol
FM con AA/agua/metanol
Columna:150x4,6 mm, 3 micras a 355 nm.
LC/MS/ESI | Extraccion I-1 con Met-tbutil-eter Sangre, plasma
FM con AA/agua/metanol
Columna:150x2,1 mm, 5 micras
HPLC-RP FM: METOH/AA Microcapsulas
UVIVis Columna: 150x4,6 mm, 5 micras
Acido 9 HPLC-RP Extraccion con SFE Formas farmacéuticas orales
cis-retinoico TFA: ACN/METOH
TLC FM: AA/éter/acetona/ciclohexano
FE: Gel de silice UV 254 nm
Adapaleno HPLC-DAD | Extraccion con ACN/THF/METOH Geles, capsulas
FM: METOH/H20 a pH 3 H3PO4
Columna: 250x4 mm, 5 micras
CL-UV/Vis FM A: TFA/H20
FM B: THF/ACN 270 nm.
FE: Gel de silice
HPLC-DAD | TFA/ACN a 225 nm
Columna: 150x4,6 mm
HPLC-DAD ACN/H20apH 2,5 321 nm
Columna: 125x4,6 mm, 5 micras
Tazaroteno HPLC- -FM: METOH/ THF -pH &cido Geles con principios activos
DAD Columna: 150x3,9 mm, 5 micras
Acitretina CL FM: ETOH/TFA Comprimidos

(monografia
RFE)

FE: C18 de silice octadecilsililada 250x4mm,
tamafio de particula de 5 micras
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5. Conclusiones

1. Enel sector dermocosmeético, en la actualidad, se encuentran numerosos medicamentos con
retinol, con o sin prescripcion facultativa, en formas farmacéuticas orales y de uso topico,
para el tratamiento del acné, el tratamiento de las arrugas, 0 como reepitelizante de piel y
mucosas.

2. El método de eleccion para la cuantificacion de la vitamina A y derivados retinoides es
HPLC, con deteccion absorciométrica o acoplada a MS, debido a la buena eficacia,
resolucion, sensibilidad y tiempos cortos de analisis.

3. Los retinoides al ser unos compuestos termolébiles y fotolabiles, son de dificil
manipulacion, por lo que requieren un cuidadoso pretratamiento, siendo la extraccion con
fluidos supercriticos una buena estrategia como paso previo a su analisis cromatogréafico.
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