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RESUMEN

En este trabajo se realiza un breve repaso de las lineas de investigacién y
trabajos dirigidos por el Profesor Dr. Benito del Castillo, de su trayectoria inves-
tigadora y la de su grupo de investigacion, asi como de los logros alcanzados a
través de distintas colaboraciones a nivel internacional.
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ABSTRACT

An outline of spectroscopic and chromatographic techniques and their
application to pharmaceutical analysis at the Laboratory of Instrumental
Techniques of the Faculty of Pharmacy of Madrid (UCM) during the last

25 years

A summary of the research work supervised by Professor Dr. Benito del Castillo
is presented. In this research career, the achievements of his group and his inter-
national collaborations are briefly reviewed.

Key words: spectroscopy; chromatography; pharmaceutical, environmental and
toxicological analysis.

INTRODUCCION

De forma sucinta se van a exponer algunos de los trabajos de
investigacion analitica mas representativos de los miembros del equi-
po de investigacién que firman el presente articulo y que han dado
lugar a trabajos y publicaciones de diversa indole.

En el Laboratorio de Técnicas Instrumentales, actualmente ads-
crito a la Secciéon Departamental de Quimica Analitica de la Facul-
tad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, se han
desarrollado otros trabajos y seguido lineas de investigaciéon dirigi-
das por otros profesores ademas de los que aqui se citan. En este
resumen se recogen diversas publicaciones de autores que también
han participado directamente en lo que constituyoé el objeto de sus
tesis doctorales, bajo la direccién del Prof. Dr. Benito del Castillo, o
bien posteriormente, como codirectores de diferentes articulos cien-
tificos surgidos en colaboracién con el Profesor del Castillo, Cate-
dratico de Quimica Analitica, Académico de Numero de la Real Aca-
demia Nacional de Farmacia y Decano de la Facultad de Farmacia
de la Universidad Complutense de Madrid.

ANALISIQ DE COMPUESTOS DE INTERES BIO].OGICO,
FARMACEUTICO Y MEDIOAMBIENTAL POR TECNICAS
ESPECTROSCOPICAS Y CROMATOGRAFICAS

A comienzos de la década de los setenta y bajo la direccién del
también Académico de Numero y Catedratico de Técnicas Instru-
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mentales, Prof. Dr. Manuel Ortega Mata, el profesor del Castillo
realiz6 su tesis doctoral centrada en el analisis fluorimétrico de
antibioticos, siendo pioneros en Espaia en el anédlisis de farmacos
por espectrofluorimetria (1-4). El anélisis de antibiéticos ha conti-
nuado siendo una constante de interés para este grupo y gracias una
Accion Integrada Hispano-Portuguesa (HP-93006/1994), en que los
autores realizaron un interesante trabajo cientifico en colaboracién
con el Departamento de Bromatologia, Toxicologia y Analisis Quimi-
co de la Universidad de Coimbra, centrado en la determinacién de
antibidticos, en concreto tetraciclinas, en alimentos por HPLC con
deteccién espectrofluorimétrica (5) mediante reaccién de derivatiza-
cién con calcio, con el fin de lograr la sensibilidad requerida para
detectar las tetraciclinas en las concentraciones tan bajas en las que
se encuentran en la carne de bovino, ovino o porcino. Asimismo, se
emplearon diversos reactivos fluorogénicos para la determinacion de
tioles de interés biol6gico, mediante cromatografia en capa delgada
de alta eficacia (6, 7). También se continué trabajando en la deter-
minacién de algunos farmacos mediante el empleo de técnicas ana-
liticas de separaciéon, de la mas reciente introduccién, como fue el
caso de la electroforesis capilar (8).

Continuando con el desarrollo de las aplicaciones de la espectro-
fluorimetria, este grupo de investigacién viene efectuando trabajos
acerca del desarrollo de nuevos marcadores fluorescentes (9, 10) y
reacciones de derivatizacién fluorimétrica (11, 12) mediante el em-
pleo de sales de quinolizinio de nueva sintesis (Figura 1) para la
determinaciéon de compuestos de interés biolégico (13, 14) (cateco-
laminas, farmacos y aminas —VOC—, volatile organic compounds,
que presentan notable interés desde el punto de vista medioambien-
tal). Asimismo, se han estudiado las posibilidades analiticas que los
medios organizados (micelas y ciclodextrinas) aportan a la mejora
en la sensibilidad y selectividad analitica de numerosos compuestos
hidrofébicos, manteniendo en este campo una estrecha colaboracion
con el Prof. Dr. Dan A. Lerner, catedratico de Quimica Fisica de la
Escuela Nacional Superior de Quimica de Montpellier (ENSCM). En
esta linea se han establecido las ventajas (mejora en la sensibilidad
analitica y mayor resoluciéon espectral) que la solubilizacién en
medios micelares (15, 16) aportan a la determinacién de distintos
heterociclos nitrogenados; ademas, se pudo demostrar que el cloruro
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de 9-cianobenzolaJfenantro[9, /0-g]quinolizinio se comporta como un
sensor fluorescente que permite detectar cambios en el entorno hi-
drofilico/hidrofébico en el que se encuentre alojado, guardando si-
militud con los descrito para el pireno y sus derivados. El Profesor
Lerner disfruté6 de un afio sabatico en nuestro el Laboratorio de
Técnicas Instrumentales, en 1996.
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Anillo de quinolizinio

Cloruro de 9-cianobenzo[al Bromuro de 7-etoxicarbonil-11 Bromuro de 2,3-difenil-
fenantro[9,10-g]quinolizinio metilacenafto[1,2-b] quinolizinio quinolizinio
Sensor fluorescente Agente intercalante de ADN Reactivo fluorogénico

R-NH,/Trietilamina ‘ X NH-R
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Cuantificacion de aminas por reaccién de derivatizacion
con bromuro de 2,3-difenilquinolizinio

Br

Ficura 1. Estructuras quimicas de algunas de las sales de quinolizinio
estudiadas de relevancia por su aplicacion analitica como sensores, agentes
intercalantes o reactivos fluorogénicos.

Por otra parte en 1991 se inicié un ambicioso proyecto de cola-
boracién con el Prof. Dr. Kazuhiro Imai, catedratico de Quimica
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Bioanalitica de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de la Univer-
sidad de Tokio, dada nuestra experiencia en el campo de los reacti-
vos fluorescentes y en el desarrollo de las reacciones de derivatiza-
cién, se estudiaron las condiciones experimentales para la reaccién
y detecciéon quimioluminiscente de catecolaminas (17), ya que se
hayan implicadas en los complejos mecanismos que contribuyen a la
hipertensién, una de las patologias mas frecuentes en el mundo
desarrollado. Por ello, se puso a punto la metodologia para el ana-
lisis de catecolaminas en plasma, mediante HPLC con deteccién
postcolumna (Figura 2) por reacciéon quinmioluminiscente (18) y se
aplicé a la determinacién de catecolaminas en plasma en modelos
experimentales (ratas normotensas e hipertensas) (19).
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Figura 2. Esquema de un equipo de HPLC con deteccion
quimioluminiscente totalmente automatizado para la determinacion

de catecolaminas en plasma de rata.

Muchos heterociclos nitrogenados muestran actividad antitumo-
ral, por ello también se inici6 una linea de trabajo centrada en los
estudios de interaccién de diversos derivados de quinolizinio (20),
benzo[a]quinolizidina (21) y azaquinolizinio (22) con ADN, pudien-
do establecerse una clara correlacién entre la estructura quimica
de los derivados estudiados y la magnitud de la interaccién con el
ADN. Tanto en el caso de los derivados de quinolizinio como de
benzo[a]quinolizidina, los resultados experimentales evidencian que
es la parte aromatica plana, aquella que queda atrapada entre los
pares de bases del ADN, lo que puede dificultar su replicacién y por
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tanto, explica su potencial actividad antitumoral (Figura 3). Con la
finalidad de determinar si la interaccion heterociclo-ADN se produce
a través del bolsillo hidrofébico de la macromolécula, se estudié la
influencia de la polaridad de los disolventes sobre estos compuestos
mediante técnicas espectroscopicas de absorcién y de emisién (23,
24). Esta linea se continua en la actualidad plasmada en la colabora-
cién que mantenemos con el Departamento de Quimica Orgénica y
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la UCM, para el estudio
de la interaccién con ADN de los agentes antitumorales sintetizados
por el grupo que dirigen los profesores Avendano y Menéndez.

ADN Ad.u.cto ADN-Farmaco

Farmaco,
-
ey - '.-- i

o, {Farmaco

— T

MODIFICACIONES
-Caracteristicas aspecirales
- Viscosiad reducida

= Mowilidad electrofarética

Ficura 3. Esquema del modelo de interaccién de algunos fdarmacos antitu-
morales con ADN, ilustrando los cambios en pardmetros analiticos que
permiten establecer dicha interaccion.

La experiencia adquirida en este campo ha hecho posible la par-
ticipacion en la redaccién de un capitulo de libro centrado en la
importancia de los marcadores fluorescentes en el contexto general
de las técnicas de luminiscencia (25) y en la invitacion para escribir
un articulo de revisién sobre la relevancia de los marcadores fluores-
centes en el analisis farmacéutico (26).

Los retinoides, entre los que se encuentran la vitamina A (retinol),
el retinal y el 4cido retinoico poseen una gran significacién biolégica
(27) por su papel en la fotoquimica de la visién, asi como en los pro-
cesos de diferenciacién celular. Ademas, debido a su cadena poliéni-
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ca son fotolabiles y facilmente isomerizables, perdiendo parte de su
actividad biolégica. La formacion de complejos de inclusién con ci-
clodextrinas incrementa su estabilidad (28) frente al oxigeno y las ra-
diaciones visibles, lo cual se demostré por la separacién y cuantifica-
cién de los isémeros geométricos, mediante cromatografia de liquidos
de alta eficacia (HPLC). Asimismo, la inclusién permite la cuantifica-
cién de estos compuestos en disolucién acuosa, hecho de especial
relevancia considerando su elevada hidrofobicidad. Tanto la forma-
cién de complejos de inclusién con ciclodextrinas (29, 30) como la
solubilizacién de estos retinoides en soluciones micelares (31) permi-
te observar la luminiscencia a temperatura ambiente de estos com-
puestos, hecho que hasta el momento sélo se habia apreciado a bajas
temperaturas (77 K). Asimismo, se han aislado y caracterizado por
distintas técnicas instrumentales espectroscépicas (difractometria de
rayos X, 'H-RMN, "“C-RMN, espectrofotometria UV-VIS, IR y espec-
trofluorimetria) los complejos retinal/B-ciclodextrina (32), y estos mis-
mos complejos sélidos se han estudiado mediante la moderna técnica
de microscopia atémica de fuerzas (AFM) (33).

En 1993, se abrié una linea de colaboracién, con la Profra. Dra.
Ait-Lyazidi de Facultad de Ciencias de Meknes (Marruecos), que
condujo a la presentacién de la tesis doctoral en Ciencias de Moha-
med Sbai (34). En este campo, se ha logrado la solubilizacién en
soluciones micelares de algunos alcaloides hidrofébicos, tales como
la elipticina, que posee una potente actividad biolégica como antitu-
moral. Su inclusién en ciclodextrinas permite la solubilizacién de la
forma neutra de la elipticina, insoluble en agua. En nuestros expe-
rimentos se ha demostrado que el uso de tensioactivos (35) o la
inclusién en diversas ciclodextrinas (36) exaltan su hidrosolubilidad,
sin pérdida en su actividad biolégica. Los complejos de elipticina
con diversas ciclodextrinas se han caracterizado por espectrofotome-
tria de absorcion UV-Vis y espectrofluorimetria, mediante la deter-
minacién de su estequiometria y de sus constantes de asociacién
(37). En paralelo, y tomando como estructura quimica modelo el
carbazol, se ha verificado su inclusién en ciclodextrinas (Figura 4)
y se han caracterizado los citados complejos por su estequiometria
y constantes de asociaciéon (38). Andlogamente, se ha verificado la
sensibilidad para su determinacién espectrofluorimétrica mediante
el empleo de soluciones micelares y de ciclodextrinas (39).
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Ficura 4. Modelo de inclusion del carbazol en las cavidades de beta-ciclo-
dextrinas formando complejos de estequiometria 1:1 y 1:2; deducidos a
partir de los cambios espectrales.

Esta linea de investigacion ha continuado con posterioridad con
el estudio y caracterizacién de los complejos de inclusién entre los
alcaloides derivados de B-carbolina (harmano y harmina) y distintas
ciclodextrinas (40). La inclusién en ciclodextrinas (41, 42) o la solu-
bilizacién mediante el empleo de tensioactivos (43) afecta notable-
mente a los equilibrios 4cido-base de estos alcaloides, produciéndose
la emision del fluoréforo predominante, dependiendo de la carga
neta global de la micela en la que se solubilizan. Por otra parte, se
ha demostrado que el empleo de medios micelares protege los esta-
dos excitados de estas moléculas frente a los agentes amortiguadores
externos; sin embargo, el grado de proteccién depende de la natura-
leza de la micela empleada, lo que tiene una gran importancia cuan-
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do se emplean tensioactivos como aditivos en las fase méviles de las
separaciones cromatograficas (44).

La experiencia adquirida en este campo dio lugar a dos articulos
de revision, solicitados por los editores de la revista Analusis, rela-
tivo a la importancia de los medios organizados en las técnicas es-
pectroscopicas (45) y de la revista Ars Pharmaceutica, centrado en
las caracteristicas quimicas de los complejos de inclusién con ciclo-
dextrinas y sus aplicaciones analiticas (46).

Con la incorporacién a nuestro grupo del Prof. Andrés Le6n Leal,
de la Universidad de Los Andes (Mérida, Venezuela), se continuaron
los trabajos sobre complejos de inclusién con ciclodextrinas, en este
caso centrandose en la caracterizacién de los complejos de inclusién
de los derivados de B-carbolina por técnicas espéctroscépicas (47),
asi como en la determinacion de la estequiometria con la problema-
tica asociada a ella (48) y las constantes de asociaciéon de los com-
plejos (49). Los trabajos experimentales de su tesis doctoral (50) se
han centrado en la separaciéon de los alcaloides derivados de B-car-
bolina por HPLC con deteccién fluorimétrica, adicionando a las fases
moviles ciclodextrinas. Estos macrociclos tienen una elevada capaci-
dad de reconocer molecularmente y distinguir compuestos quimica
y estructuralmente relacionados; con esta finalidad, se han enlazado
quimicamente a las distintas fases estacionarias y se han empleado
con éxito en la separacion de analitos quirales por cromatografia de
liquidos, de gases y de fluidos supercriticos. Una alternativa que
permitié una mayor versatilidad en las determinaciones analiticas
consistié en la incorporacién de ciclodextrinas como modificadores
de las fases moviles convencionales. En este campo de trabajo nues-
tro grupo ha demostrado que se puede mejorar notablemente la
eficacia de las separaciones (51, 52) (mejor selectividad y mayor
resolucion entre los compuestos separados). Asimismo, la adicién de
ciclodextrinas a las fases méviles conlleva una reduccién en la pro-
porciéon de disolventes organicos en esas fases moviles (53), lo que
tiene un gran interés desde el punto de vista medioambiental, ambi-
to conocido como tecnologias limpias y metodologias analiticas res-
petuosas con el medio ambiente (quimica verde). Asimismo, se han
estudiado diversas variables que influyen en la separacién, demos-
trandose la existencia de un equilibrio secundario (54) al proceso de
separacion, que es el equilibrio de inclusién en las cavidades de las
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ciclodextrinas de los alcaloides estudiados. Ademas, para demostrar
este proceso de inclusién los complejos modelo alcaloide/ciclodextri-
na, se sintetizaron, aislaron y caracterizaron (55) por técnicas de
resonancia magnética nuclear de protén y de carbono 13.

Los alcaloides derivados de B-carbolina, al igual que los deriva-
dos de carbazol, poseen actividad antitumoral y presentan singulares
caracteristicas espectroscépicas, siendo muy sensibles al microen-
torno molecular, pudiendo participar en procesos de transferencia
de protén en estado excitado (56) inducidos por via fotoquimica;
también se ha demostrado que la solubilizacién de estos alcaloides
en medios micelares mejora la sensibilidad en la cuantificacién por
espectrofluorimetria, gracias a que se evita la amortiguacién de la
fluorescencia (44) nativa de estos compuestos. La notable sensibili-
dad de los complejos de inclusiéon norharmano/ciclodextrinas a las
variaciones de pH permiten utilizarlos como sensores de células tu-
morales, ya que las zonas circundantes a un tumor presentan un
valor de pH inferior a 7.0 y estos complejos son capaces de detectar
variaciones de pH de 0.01 unidades de pH (57, 58).

Con la incorporacién de Emiliano E. Romero Ale, procedente de
la Universidad JFK (Buenos Aires, Argentina), gracias a una beca
de la Agencia Espafiola de Cooperacién Internacional (AECI), am-
pliamos nuestro campo de estudio a los compuestos derivados de
carbazol como reactivos fluorogénicos (59, 60) para la deteccién de
aminas de interés biol6gico, mediante HPLC con deteccién fluorimé-
trica. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto una notable
dependencia de la fluorescencia con la estructura molecular (61) de
los distintos derivados de carbazol estudiados, asi como de la pola-
ridad de los disolvente o de otras variables experimentales como el
pH. Asimismo, la reactividad (62) de estos compuestos se ve seria-
mente afectada por el microentorno molecular. Teniendo en cuenta
las posibilidades analiticas que los heterociclos derivados de carba-
zol presentan, en la actualidad estamos considerando su utilidad en
el reconocimiento molecular de aniones (63) de interés biolégico,
por lo que se ha propuesto su aplicacion para la determinacién de
cloruros y fluoruros.

No obstante, se han desarrollado otras lineas de trabajo que tie-
nen un marcado aspecto aplicado. Como ya hemos sefalado, el es-
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tudio de las propiedades fluorescentes de diversos compuestos natu-
rales ha sido una constante en este grupo de trabajo. Asi, se puso a
punto un método espectrofluorimétrico para la determinacién de
oenantotoxina (64), aunque tuvo una mayor repercusion el desarro-
llo de la metodologia para la determinacién de biocanina A, formo-
nonetina y genisteina, un grupo de flavonoides presentes en algunas
especies del genero Trifolium, muy comin en nuestros campos y
capaces de provocar abortos en el ganado bovino y ovino cuando
ingieren masivamente este tipo de plantas, ocasionando graves pér-
didas a los ganaderos. Dada la relevancia del problema se hizo po-
sible la determinacién de estos compuestos mediante espectrofluori-
metria y HPLC-UV (65). Asimismo, en colaboracién con un grupo de
investigadores de la Universidad de Cérdoba (Argentina) se procedi6
a la caracterizacién por espectrofluorimetria de distintos derivados
de quercetina, presentes en raices de Dalea elegans (66). Algunos
compuestos como el acido indolacético (IAA) o el acido abscisico
(ABA), compuestos de origen natural presentes en las plantas y co-
nocidos como fitohormonas, debido a que actiian regulando el cre-
cimiento de los vegetales y se sabe que se acumulan en las semillas
cuando estas se encuentran en ambientes desfavorables para la ge-
minacién. Para tratar de conocer mejor estos procesos, se desarro-
llaron distintas metodologias para la determinacién de ambos acidos
destacando la derivatizacién quimica para producir compuestos fluo-
rescentes, determinandose el contenido IAA en diferentes variedades
de semillas de Pinus pinea (67). En el caso del acido abscisico se
determiné su contenido en las semillas de Hellianthus annus (68, 69)
y los resultados se compararon con los de la determinacién por
HPLC-UV. En la Figura 5 se muestran los cromatogramas corres-
pondientes a la separacién de los isémeros del ABA en muestras
reales y patrones. Otro grupo de compuestos, naturales y modifica-
dos por sintesis quimica, estudiados por espectrofluorimetria son los
derivados de benzimidazol (70), los cuales presentan actividad far-
macolégica como antihelminticos. También se ha iniciado una linea
de investigaciéon encaminada al desarrollo de reacciones de deriva-
tizacién para la determinacién de diarilaminas mediante su trans-
formacién en carbazoles altamente fluorescentes (71).

Con la incorporacién de la Profra. Dra. Olives, en el afio 1989, al
grupo de investigacién que dirige el Profesor del Castillo, se abrié
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Ficura 5. Cromatogramas obtenidos en la determinacion de dcido abscisico
en semillas de Helliantus annus por HPLC-UV. (A) Cromatograma obtenido
para los patrones de cis- y trans-ABA con el patron interno adicionado para
cuantificar. (B) Cromatograma obtenido en el andlisis de muestras reales,
mostrando la presencia de cis- y trans-ABA junto con el patrén interno
adicionado para cuantificar.

una nueva linea de trabajo en colaboracién con la Profra. Dra. M.
Esperanza Torija Isasa del Departamento de Nutricién y Bromatolo-
gia II, de la Facultad de Farmacia de la UCM. El objetivo de esta
colaboracién, que se mantiene en la actualidad, se centra en el ana-
lisis y calidad de aguas fluviales mediante técnicas espectroscépicas
atémicas y moleculares (72). Hay factores naturales (la geologia y el
clima) y otros artificiales (vertidos y nucleos de poblacién) que afec-
tan a la calidad de las aguas. Se estudi6 el contenido de diversos
metales (cadmio, cobalto, cromo, cobre, hierro, manganeso, niquel,
plomo y cinc) (73, 74), asi como otros parametros fisicoquimicos y
de contaminacién en 21 puntos de muestreo a lo largo del rio Arlan-
z6n (Burgos), desde su nacimiento hasta su llegada a la capital. Los
resultados obtenidos durante las campanas de los afios 1991 y 1992,
pusieron de manifiesto que las aguas del rio Arlanzén son poco
mineralizadas y poco contaminadas, ademas de poseer un gran po-
der de autodepuracién, en concordancia con sus caracteristicas de
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rio de alta montana; la composicién quimica cambia segin la natu-
raleza geolégica del terreno surcado y la densidad de poblacién de
los nucleos urbanos que atraviesa o que lo circundan (75). De las
conclusiones obtenidas es de resefiar que el manganeso superaba los
niveles maximos permitidos para aguas de consumo publico en el
tramo medio del rio (76), el hierro fue el elemento mas abundante,
superando su concentraciéon media anual en todos de los puntos del
muestreo el nivel guia (50 mg/L) (77). Con respecto al plomo (Figu-
ra 6) se observé que si bien sus niveles nunca superan los niveles de
concentracién maxima permitida, estos se incrementan en las zonas
proximas a los nucleos de poblacién (78).
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Ficura 6. Evoluciéon anual de los niveles de concentracion de metales totales
en el agua del rio Arlanzéon a lo largo de los diferentes puntos de muestreo.
(A), Plomo (B) Manganeso.
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En estudios posteriores se ha relacionado la composicién quimi-
ca de las aguas del rio Arlanzén con la flora acuatica y de rivera
(comunidades acuaticas, helofiticas e hidréfilas) de las zonas circun-
dantes, como un indicador biolégico de calidad de las citadas aguas,
obteniendo muy buena correlacién entre los bioindicadores y los
parametros quimicos de calidad de las aguas (79). Estos trabajos se
han realizado gracias a la colaboracién con el Prof. Dr. Molina.
Dicha colaboracién continta en la actualidad con el Departamento
de Biologia Vegetal II (Dr. Molina) y con el Departamento de Eda-
fologia (Dr. Casermeiro y Dra. de la Cruz), estudiando otros ecosis-
temas, tales como humedales y charcas estacionales, asi como zonas
fluviales de otras zonas de la geografia espafola, como los humeda-
les Ibero-Mediterraneos (80).

OTRAS LINEAS DE TRABAJO

Como resultado de la estancia de la Dra. Martin Gémez en el
Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Alcala (Ma-
drid), con los profesores Ortega Ortiz de Apodaca y Ballesteros, se
potencié la colaboracién con el laboratorio de Técnicas Instrumen-
tales (Seccion Departamental de Quimica Analitica) de la Facultad
de Farmacia de la UCM, en la linea de anélisis y control de medica-
mentos, que cristalizé en diferentes articulos y ponencias recogidas
en la bibliografia, y entre ellas destacamos las presentadas en el I
Congreso Internacional de Quimica Analitica celebrado en Lima
(Peru) (81, 82).

Ademas de estas lineas de trabajo, se han desarrollado otros tra-
bajos en colaboracién con otros departamentos e instituciones de la
UCM, en concreto con la Facultad de Medicina, se realizaron estu-
dios sobre litiasis renal y de la caracterizaciéon de calculos renales,
para lo que se emplearon técnicas espectroscépicas (espectrometria
IR) y distintas modalidades de microscopia electrénica (83). Por otra
parte, en colaboracién con el Instituto de Nutricién (C.S.I.C.) se
utilizé uno de los métodos oficiales de anélisis (I.U.P.A.C.) para la
determinaciéon por HPLC con deteccion fluorimétrica de los niveles
de vitamina E en distintos aceites vegetales, y se valor6 como el
proceso de fritura contribuye al deterioro de los mismos debido a la
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desaparicién de la vitamina E y sus analogos presentes en los aceites
(84). Por otra parte y debido al gran interés que existe en la industria
farmacéutica para evidenciar el fenémeno del polimorfismo, gracias
a la estancia de C. T. Quirino, de la UAMX (México), se estudiaron
las formas polimérficas de la tolbutamida, un hipoglucemiante oral,
mediante espectrometria de absorcién IR, la modificaciéon de los
ensayos de solubilidad (test de disolucién) y técnicas de microscopia
electréonica de barrido. Ademas se estudié la influencia que la pre-
sencia de metales (calcio, hierro, manganeso, magnesio...) cedidos
por los envases pudiera tener sobre la aparicién de las formas poli-
morficas (85, 86). Se puede concluir que cuando se produce esta
cesion de calcio, en cantidades traza, contrariamente a lo que podria
pensarse se favorece la formacion del polimorfo mas estable de la
tolbutamida.

RESUMEN

No podemos olvidar que en el desarrollo de toda esta labor ha
sido posible gracias a las personas que actualmente estan presentes
y también a todas aquellas que en este periodo han trabajado en el
Laboratorio de Técnicas Instrumentales, se han formado en él o han
completado su formacién y con posterioridad han partido para ocu-
par puestos de relevancia en la Administracion, en la industria far-
macéutica, en hospitales de la red sanitaria nacional, o en otras
universidades, tal es el caso de Silvia Munoz Botella (Farmaeuropa,
Estrasbugo, U.E.), Mohamed Sbai (Fez, Marruecos), Pablo Prados
Ruano (Paris, Aventis), Carlos Tomas Quirino (UAM-X, Méjico),
Andrés G. Ledn Leal (U. de Los Andes, Mérida, Venezuela), Emiliano
E. Romero Ale (INTI, Buenos Aires, Argentina).

Asimismo hemos de resaltar la fructifera relacion que hemos
mantenido y actualmente contintia con distintos grupos de investi-
gacion de universidades extranjeras, como los de los profesores Ire-
ne Noronha da Silveira (Universidad de Coimbra, Portugal), Willy R.
G. Baeyens (Rije Universitat, Gante Bélgica), Lucette Bardet (Univer-
sidad de Montpellier, Francia), Dan A. Lerner (ENSCM, Montpellier,
Francia), Kazuhiro Imai (Universidad de Tokio, Jap6n), S. Ait-Lya-
zidi (Universidad de Meknes, Fez, Marruecos), Alfredo Carabot (Uni-
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versidad de Los Andes, Mérida, Venezuela), Rubén Manzo (Univer-
sidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

Toda esta labor no podria haberse llevado a cabo sin contar con el
apoyo y la financiacién a través de las diferentes convocatorias desti-
nadas a Proyectos de Investigacién, subvencionados por el Ministerio
de Educaciéon y Ciencia o anteriormente el Ministerio de Ciencia y
Tecnologia (MEC/MCYT), asi como diversos Proyectos de Investiga-
cién financiados por la propia Universidad Complutense y mas recien-
temente a través de la UCM-CAM. Asimismo, entidades privadas como
los Laboratorios Glaxo (actualmente GSK) han contribuido a la for-
macion de estudiantes predoctorales, a través de la concesiéon de be-
cas o ayudas. Ademas, las estancias de investigadores en formacién
ha sido posible gracias a las Ayudas del MEC a través de los Progra-
mas de Formacién de Doctores y Tecnélogos y de estancias en Régi-
men de Sabatico para Profesores Extranjeros, becas concedidas por
la Agencia Espafola de Cooperacién Internacional (AECI), o diferen-
tes Programas del Ministerio de Asuntos Exteriores (ALE, Intercam-
pus, etc...).
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