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RESUMEN

La determinacién analitica simultanea de faArmacos y sus
metabolitos en muestras biolégicas, ha hecho necesario el desarrollo
de mas adecuados métodos cromatograflcos de apllcacién blofarmacéutica
y farmacocinétlica. En el presente trabajo se establecleron las
condiciones analiticas para la cuantificacién del farmaco
antiepiléptico carbamazeplina y su principal metabolito, e] epb6éxldo de
carbamazepina, a las concentraclones plasmaticas terapéutlcas, por
cromatografia de liquidos de alta resclucién.

Se reallzaron ensayos de extraccldn de ambos compuestos a partlir
de plasma empleando un slistema de solventes diclorometano:éter en
proporclilén 1:3. La scparaclon cromatografica fue obtenlda mediante el
empleoc de: una columna cromatografica de fase Ilnversa, cuya fasc mévil
fue metanol:agua en rclacién 55:415, una velocldad de flujo de 1
ml/min, y detectando en el UY a 215 nm con una atenuacion de 128. BaJjo
estas condicliones, los tiempos de retencién fueron de 4.62 minutos

para el ep6xido de carbamazepina y de 7.77 mlinutos para la
carbamazeplna.

Asimismo se evalu6 la linealidad del método y para ambos
compuestos fue significativa.

El procedimiento analitico desde su extracciotn y separaclédn fue

validado, por 1lo que se considera de adecuada aplicaclién para
posterliores estudios farmacéuticos.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

En la actualidad, el estudlo de las clencias farmacéuticas y
el vertiginoso crecimiento tecnoldgico, hacen poslble que se
desarrollen y apliquen diversas metodologias analiticas cada vez mas
sensibles y precisas en la determlnacién de farmacos en muestras

bioldgicas.

Desde el punto de vista bilofarmacétutico, una adecuada
metodologia analitica es sindtnimo de confiablilidad en el
desenvolvimiento de la farmacotecnia y de 1la farmacoclinétlica, ambas
discliplinas encaminadas a iInvestigar sobre el dlisefioc de formas
farmacéuticas y la influenclia que tlicnen éstas en la obtenclén de

niveles plasmaticos terapéuticos (Aiache, 1983),

Numerosas son las aplicaciones ¥y utllidades de los
parametros farmacoclnéticos: desarrollo de fArmacos, estudlos de
blodisponibilidad y bicequivalencia, disefio de regimenes de
dosificacidon, estudlios de [farmacocinética clinica, y en los ultimos
afos, el desarrollo de farmacia hosplitalaria y monitoreo de faArmacos

(Du Souich, 1986).

Uno de los propdsitos fundamentales de la Biofarmacia es la
determinacidén cuantitativa de gran variedad de farmacos en fluldos
biolégicos. Para agentes terapéuticos como los antiblioéticos,
anticonvulsivos, cardioténicos, hipoglucemiantes, antlhipertensivos,
etc., la determinacién de las concentracliones plasmAticas es de ayuda
clinica cuando se prescriben regimenes de dosificacién repetida (Du
Souich, 1986). Esto permite que, conociendo las concentracliones de

farmaco y/o sus metabolitos en un organismo, puedan desarrollarse



2.1.4. ANALISIS CUANTITATIVO POR CROMATOGRAFIA

Los detectores en cromatografia respondcen con una sefial que
es proporclienal a la concentracién de soluto. El plco de elucldén se
obtiene cuando 1a sefal se grafica contra el tlempo. Para tales
detectores, el &area bajo la curva del plco es proporcional a la masa
del componente e inversamente proporcional a la velocldad del flujo de

la fase movil.

También se puede recurrir a la medliclén de la altura del
plco y a otros procescs como el de triangulacién y el de "pesada"
{Ewing, 1975).

2.1.5. CROMATOGRAFQ HPLC

Un cromatégrafo de liquidos estd compuesto basicamente de

las sigulentes partes:

~RESERVORIOS: Conticnen los disolventes que se emplean como
fase mévil, su forma pucde variar desde el rasco en el que vienc cl
solvente comercialmente, hasta un complejo sistema capaz de flltrar,
desoxigenar y manilener la temperatura constante del solvente; la boca
debe ser reduclda para cvitar 1a ovaporaclién del solvente. El malerial
que los constituye puede ser plastico, vidrio o acero lnoxidable segun

sea ¢l solvente a utiliznre,

Los reservorlios deben taparse de manera convenlente, en el
tapén se introduce el tubo que conduce la fase mévil a la camara de
mezcla ¥y a la bomba. Este tubo succlonador, de acero o teflén finaliza

en un filtro que garantiza la limplieza fisica del solvente.

Para degasificar los solventes se usa un dispositivo que

inyecta un gas tnerte a los rescrvorlos.



complicado. Aslimismo, las condicicnes cromatograflicas, la évaluaclén
del porciento de recobro y la costeablilidad e inversién de tiempo de

analisls, vartan signiflicativamente entre los proccdimlentos

publ icados.

El interés de desarrollar un método adecuado por HPLC para
cuantificar carbamazepina y su metabolito se debe primordialmente a la
necesidad de reallzar estudios farmacoclinéticos de este princlplo
activo, el cual figura dentro de los 50 fArmacos de mayor consumo en
el Sector Salud y cuyo empleo terapéutico debe vigllarse

estrechamente.

Para tal propésito, se han definido los slgulentes objetlvos

de trabajo,

1.2. OBJUETIVO GENERAL

Determinar las condlclones de operaciétn adecuadas para
cuantificar simultaneamente por HPLC la carbamazepina y su metabollto,

con aplicaclén a cstudios blofarmacéuticos y farmacoclinétlcos,

1.3. OBJETIVOS PARTICULARES

-Establecer las condiclones cromatograficas para la
separacién y cuantiflicaclén de 1a carbamazeplna y su metabollto en

concentraciones plasmatlcas terapéuticas.

-Realizar procedimientos de extraccién de ambos compuestos a

partir de muestras de plasma.

-Evaluar la lincalidad del m&étodo en el rango de

concentraciones terapéuticas.



CAPITULO 2

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ASPECTOS GENERALES DE CROMATOGRAF1A
2.1.1. DEFINICION E HISTORIA

Puede definirse a la cromatografia come una técnica de
separaclén de una mezcla de sclutos, basada en la diferente veloclidad
con que se mueve cada uno de los componentes a través de un medlo

poroso, arrastrados por un disolvente en movimiento,

La cromateografia tuvo su origen en 1906 con los experimentos
del bidlogo ruso Tsweet, quien utilizé la técnlica para separar
diferentes pigmentos vegetales como las clorofilas y las xantofllas.
Para tal efecto, hizo pasar una  seolucién que contenia estos
compuesios, a lravés de una columna de vidrio empacada con carbonato
de calcio linamenle dividldo, utilizando como disolvente de arrastire
éter de petrodleo. Las especies separadas aparecian como bandas
coloreadas sobre la columna, leo que explica el nombre de este

procedimiento (Skocog, 1990; CGisbert, 18991).

Hacia la década de leos 30's, surgld la cromatografia en
papel, rapidamente superada por la cromatogralfia en capa flna, mas
rapida y facil que la anterior. Posterlormente, en 1852, Martin ¥y
James desarrollaron la cromatografia de gases, técnica que requeria la
utilizaclén de columnas cerradas, asi como muchos otros aspectos
técnicos Iinnecesarics en las técnicas anteriores. Desde 1952 hasta
ahora la cromatografia de gases ha tLtenido un auge vertiglnoso,
imponiéndose rapldamenle como técnica capaz de la separacléon vy
cuantificaclén de productos suficlientemente volatiles, desde gases
hasta moléculas tan comple jas como azdcares Yy amlnoaclidos

convenientemente derivados.



Finalmente, a partir de 1960, se produjo una serle de
investigacliones tanto en el aspecto teérico como en el desarrollo de
nuevas y mas perfecclionadas genceraclones de equlpos Instrumentales que
han conducido a la cromatografia liquida en su acepcién actual de
"moderna cromatogralia liquida”™ o “cromatografia liquida de alta
resoluciéon” CLAR, cuyas siglas HI'LC (High Performance Liquid
Chromatography), designan universalmente a esta técnica (Clsbert,
1991; Garcia de Marina, 1988).

£l desarrolle y aplicacion de la cromatografia han creclde
en forma explosiva sobre Lode en los Ultimos afos debido no sélo al
progreso tecnoldéglco, slno también A la necesidad creclente de
disponer de mejores métodos para secparar y estudiar mezclas complejas
de sustancias de diversa indole.

’

2.1.2. TIPOS DE CROMATOGRAFIA

En toda cromatografia se dlistlingue

-Fase estaclonarla: que pucde ser liquida o séllda.
-Fase movil: que puede ser liquida (un disolvente o mezcla

de disolventes) o gascosa,

Los componentes de una mezcla a separar, se transportan a
través de la fase estacionaria por medio de la fase movil que fluye,
Durante el proceso cromatogralfico opera un conjunto de fuerzas que
compltien de manera selecbiva en la separacién de los componentes en

ambas [lasecs.

En algunas aplicaciones, la fasc estaclioparia es un so6lido
finamente dividido sostenidec en un estrecho tube de vidrio o metal. La
fase moévil, liquido o gas, se obliga a pasar a través del s6lldo bajo
presiétn o bien, se deja percolar a través de é]1 por efecto de la

gravedad. Este e¢s el tipo de c¢cromatgogralfia en columna.




La cromatografia en papel utilliza como fase estaclonaria un

papel poroso o un sélido finamente dividido que se aplica sobre una
placa de vidrlo. En este caso, 1lan fase m6vil sc desplaza a traves dol

s6lido por accién capllar o bajo la influencla de la gravedad,

De acuerdo a los componentes y su mecanismo pueden

dlstingulirse los sigulentes tipos de cromatografia:

GAS-SOLIDO
[GASEOSA
GCAS-LIQUIDO
CROMATOGRAFIA - [ LIQUIDO-SOLIDO
[ EN COLUMNA { LIQUIDO-LIQUIDO { FASE NORMAL
{ FASE INVERSA
DE INTERCAMBIO IONICO
[LIQUIDA | DE EXCLUSION MOLECULAR

EN PAPEL

| PLANAR :

| EN CAPA DELGADA

2.1.3. ASPECTOS TEORICOS DE LA SEPARACION CROMATOGRAFICA
2.1.3.1. NATURALEZA DE LAS FUERZAS DE ELUCION.

El proceso poer el cual el solule es "lavado" por la columna

afadliendo nuevo disolvente se denomina "clucién'.

Como ya se menciond anteriormente, el balance de fuerzas
entre las moléculas de soluto y las moléculas de la fase moévil y
estaclonaria delermina las caracleristlicas de elucién del compuesto de

interés. El proceso de eluciétn depende de la polaridad de cada



RESPUESTA DEL DETECTOR

componente y de la formacién de enlaces dipolo-dipolo o de puente de

hidrégeno entre las especles moleculares.

2.1.3.2. COMPORTAMIENTO CROMATOGRAFICO DEL SOLUTO EN LA
COLUMNA

La consecuencla de las fuerzas competltivas es 1la eluclilédn de
cada soluto sufriendo una retencién caracteristica. S1 se coloca al
final de la columna un detector que responda o los solutos y se
represente graflcamente su scfinl como una funcidn del tiempo se
obtiene una serie de picos cuya representaclén grafica constituye un
"cromatograma". La posiclén de los plcos slrve para ldentificar los
componentes de la mueslra. En la Filgura II1.1. se puede apreclar en

forma general, los compenentes de un cromatograma.

]

L 5§

3 t R(B) At __4 W = Anchura del plco

—_ __4(—

: 1RO : Ta = Tiempo de retencién

! Tn' = Tlempo de retenclén

: reducido

|

| Tro = Tlempo de retenclén
| W1/2(8) P

':(-— 10 —!I(—- ' R(AY

] corregldo
INYECCION h Wis2 = Ancho del pico a la

mitad de la altura

! ! 3
LW WEe At = Distancla entre dos

TIEMPO plcos

FIGURA 1i.1. COMPONENTES DE UN CROMATOGRAMA.



-BOMBA DE ALTA PRESION CROMATOGRAFICA: Esta proporciona a la
fase mévil la presioén necesaria para atravezar la columna
cromantograficah n lujo o velocldad preclsag generalmente Ing  mAs

usadas son las de [lujo conslante o continuo.

Tipos de bombas:

-De preslén constante { De presién directa medlante un gas
De intensiflicador neumatico

De Intenslficador hlidraulico

-De flujo constante {1 De pistén

De pistén reciprocas

De jeringa

—SISTEMA DE INYECCION DE MUESTRA: Son vaAlvulas giratorias de
2 a 100 ul de wvolumen. Aqul se inlroduce la muestra con la ayuda de

una Jeringa.

Los principales tipos de sistemas de Inyecclén son:

—Septum ¥y Jeringa
-Sistema de valvulns,
-Resistenclias hidrodlinamicas.

-Sistemas automaticos.

—PRECOLUMNA: Se emplea para me jorar la eficlencla
cromatografica de la columna, evitando la pérdida de resolucliédn debldo
a las altas presiones aplicadas, generalmente contlene empaque
quimicamente igual al de la columna analitlica. En la precolumna ocurre
una primera separaciéon de la muestra, la cual ayuda a eliminar

Impurezas que pueden dahar a la columna.

~COLUMNA CROMATOGRAFICA DE SEPARACION: Es la parte central

del sistema. Su composicion es variable segun 1os obJjetivos de 1la



separacién cromatografica,

Para columnas ulilizndns en cromalografio de fasco Invertlda

los materiales de empaque {(cadenas hldrocarbonadas) mas comunes son:

POLARIDAD EMPAQUE
Ba ja/moderada C-18 enlazado
Modecrada C-8 enlazado
Alta C-2 enlazado

Para resistir las altas preslones de las columnpnas, se
prefliere usar tubos de acero inoxidable. El1 tubo debe contar con un
diametro interno terso y de dimensiones preclisas para ascgurarse de
qgue una columna blen empacada no produclra canalizacliones cerca de la
interfase pared/empaque. debldo a las Irregularidades de la pared.Esto
resultaria en plcos mas anchos y una eflclencla mas baja. Se prefleren
las columnas rectas, operadas en posicién vertical, con un flujo
dirigido haclia arriba o hacla abajo a través del empague. Las columnas
con un dlametro interno de 5 mm constlituyen una buena relaclién entre
la capacidad de la muestra, la cantidad de empaque wusado, el

disolvente requerido y la efliclencla de la columna,

-DETECTOR: Es capaz de informar de la naturaleza Yy
resoluclion de la separacién efeclunda por la columna. No hay un
detector universal, los mAs comunmente emplendos en HPLC son los que
se basan en la absorcién UV Y VIS: otres son de Intercamblo

ié6nico y algunes actuan como refractémetros.

La absorcién UV y VIS es llevada a cabo cuando una onda
electromagnética de longitud de onda definida incide scbre una
sustancia, la fracclén de la radiacté4n absorblida, eos una funcién de la
concentracién de la sustancia en la trayectoria de la 1luz y del
espesor de la muestra. Cada especie molecular solo absorbe luz en

clerlas regiones del espectro.
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Las principales caracteristicas de un detector son:

-Sensibilidad: es el cociente de la respuesta del detector a
la cantidad de muestra. Generalmente la sensibilidad depende de la
naturaleza del soluto.

-Limite de detecclédn: se defline como la cantidad de muestra
que provoca una sefial del detector dos veces mayor que el ruido de
fondo.

De 1lo anterior se deduce que 1la sensibilidad y la
detectabllidad estan ligadas.

-Linealidad: es el intervalc de concentraciones del soluto
en el cual 1la respuesta del detector varia 1linealmente con 1la

concentracién de la muestra.

-REGISTRADOR: En é1 se obt ienen graflicamente los
cromatogramas, ya que representa la wvarlacién de 1las propledades

fisicoquimicas seleccionadas en el detector, frente al tiempo.

Cada uno de estos componentes pueden observarse en el

dilagrama de blogques representadeo en la Figura II.Z2.

CAMARA DE
MEZCLA

Y | BOMBA DE ALTA [ INYECTOR ]
PRESION

| FILTROS | | PRecoLusna |

MEDIDOR DE

PRESION

| REsERvVORIOS | [ coLukna |

[ pETECTOR UV |

| REG1STRADOR |

FIGURA 1l.2. DIAGRAMA DE BLOQUES REPRESENTANDO LOS COMPONENTES DE UN
CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS.
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2.1.6. PRINCIPALES PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Para optimizar el comportamicnto cromatogréalflico cs neccesario

conocer datos cuantitativos como son:

-TIEMPO DE RETENCION (tr): Es el tiempo transcurrido desde
la Inyeccién hasla la detecciédn del maximo numero de moléculas de cada

soluto. Se expresa en minutos.

-TIEMPC DE RETENCION CORREGIDO (tro): Tiempc en que aparece
el pico debido al solvente en que se encuentra la muestra problema, sl
es que es dlistinto de la fase movil empleada. Se expresa en minutos.

Es un parametro indicativo de la elucién.

-TIEMPO DE RETENCION REDUCIDO (TrR’): Este parametro mide el

tiempo transcurrido en la fase liquida.

TrR" = TR - TrO

donde:
TR = Tiempo de retencién

Tro = Tlempo de retencién corregldo

-NUMERO DE PLATOS TEGRICOS (N): Es un parametro que indica
los equllibrios de dislribucién o de reparto del soluto que existen
entre la fase mévil y la lase estaclonaria a lo largo de la columna.

Cuanto mas platos posea una columna, mayor capaclidad de separacléon va

a presentar.
Aungque es un valor numérico sin unidades, es valido para dar

idea de la eficacia separativa de la columna y por eso al numero de

platos teéricos se le considera como un primer criterlo de eficiencla.

12



La expresidén matematica para el calculo de platos tedricos

es:

2
N =554 (TR /W )

donde:
Ta = Tirmpo de relenclén
W = Ancho del plico

-ALTURA EQUIVALENTE DE UN PLATO TEGRICO (H): Distancia que
separa dos platos consecutlivos. Si la mayoria de las moléculas estan
en idénticas condiciones, al tener poca influencla los procesos
particulares, leos niveles separativos se establecen proximos, con lo
que H tomard un valor pequefioc y la efliclencia de la columna secréa
grande. Por el contrarlo, si los procesos columnares provocan gque las
moléculas se¢ hallen muy dlspersas, se obtendra un valor alto de H y

escasa eficlencia.

S1 la velocidad de paso de la fase mévil es reduclda, el
compuesto permanecera un tiempo relativamente largo en 1a columna,
permitiendo el estableclimiento de numerosos nlveles separatlvos o
platos tedricos, con lo que N aumenta y H disminuye. Si la veloclidad
de paso es alta, la columna tiene menor capacidad de separaclién. Por

lo tanto, H y la velocldad de paso de f{ase mévil estan en proporclédn

directa:

H=L /N
donde:
L = Longitud de 1a columna
N = Nuamero de platos tedricos

-RESOLUCION CROMATOGRAFICA (Rs): Es la capaclidad que posee
una columna para separar entre si a dos compuestos, por lo tanto,

constituye el cbjetivo primordial de la cromatografrfia.

13



La resolucién de dos picos consecutives es directamente

proporclonal a su separacién en el cromatograma, esto es, a la

diferencla existente entire 5Us valores de Ln, e lnversamenle

proporcional a los anchos de banda de cada plco que suelen

promediarse.
Rs = 118 (T,-T )(W +W)
donde:
Ti1, T2z = Tlempos de relencién de 2 plcos consecutlvos
Wi, Wz =

Anchura de la base de 2 picos consecutlvos
Valores de Rs mayores o lguales a 1.5 son adecuados.

FACTOR DE CAPACIDAD DE LA COLUMNA (k'):

Representa e] numero
de moléculas que, en equlilibrio,

pasan a la fase estaclonarla respecto
a las existentes en la fase movil].

K' = TR'/TrO

donde:

TR' = Tiempo de retencién reducido

Tro = Tlempo de retenclén corregido

SELECTIVIDAD («): Mide la selectividad de l1a fase movil

a=Tr -To / Tr -To

2 1

x = TR'2 / TFc'l

donde:

TWQTRH= Tiempes de retencién reducidos de

consecul il vos,

dos plcos
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2.1.7. CROMATOGRAFIA DE REPARTO A POLARIDAD DE FASE INVERTIDA

Ln cromntogrnfin dn repnrto n polaridnd de faseo lnvertidn
sobre slilice ha sido modlifleada por la unién quimica de cadenas
hidrocarbonadas (especialmente octilo ¥y octadecilo) y una fase movil
pelar, que suele ser total o parcialmente acuosa. Las sustanclas
polares muestran preferencia por la fase m6évil y son las primeras en
eluir; mientras mias baja sea la polarlidad de la fase m6vil, mas alta
serd su fuerza eluyente. Esta es una de las técnicas cromatograficas
mas utllizadas en la actualidad, aproximadamente entre 60 y 80% de las
separaclones analitlcas se reallzan por este medlo. La razén de esta

poepularidad se encuentra en:
-La reproducliblilldad de las separaciones.

-La accesliblilidad de los dlsolvenles utllizados como f(ase
mévlil, éstos sc pucden oblenetr Tacllmente en un alto grado de pureza,
En esle tipo de cromalogratia la fase movil esta constitulda casd
siempre por una mezcla de agua y un disolvente organico soluble en

todas proporciones como melanol, etanol, acetonltrilo, etc.

Las fuerzas hldréfobas disminuyen cuando al agua se le afiade
un disoclvente organico miscible en ella, este efecto es mayor mlientras

menos polares sean los disolventes y mas alta sea la concentraclén.

FASE ESTACIONARIA: Son sélldas, presentan un tamafio de
particula pequeiio, los empaques pueden ser de slilice, alumina o

carbén, siendo los de silice los més utilizados.

FASE MOVIL: La capacidnd de 1n fase médvil de captar las
moléculas de un soluto con mayor o menor fuerza depende de la afinldad
de la fase médvil con el soluto. Para fases moviles de mayor polarldad
en fase reversa, la capacidad de arrastre del solvente scria mayor para

sustanclias relativamente polares.
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APLICACIONES: Este tipo de cromateografia no solo sirve para

identlf!car compuestos alslados, sino que también, pueden determinarse

uno ©0 mas compuestos en mezclas complejas. Ademas, es poslible

controlar la sintesis de moléculas complejas, viendo su pureza o

degradacién. S1 se conacen sus motabolltos, se puede efectuar una

separacién del plce de cada uno de ellos para poder reallzar ensayos

"in vivo" por ejemplo.
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2.2. MONOGRAFIA DE LA CARBAMAZEPINA (CBZ)

2.2.1. IMPORTANCIA DE LA CBZ

La carbamazeplna (abreviaclén CBZ), es un f{4rmaco que se
introdujo en terapéutica en la década de los 60's para el tratamlento
de la neuralgla del trigémino. Posterlormente, en 18971 fue aprobada
para su uso como antiepiléptico, y desde esa fecha es empleado muy
frecuentemente para éste y otros padecimientos neurolégicos y
psiquiatricos (Kutt, 1978). Su uso se complica frecuentemente por la
diarla irregularidad de 1los niveles plasmitlicos que se obtienen
después de su adminlstracién oral debido en parte a sus propledades
farmacocinélicas, y por otro lado, a problemas en su disolucléon y

biodisponibilidad.

2.2.2. DATOS GENERALES

NOMBRE QUIMICO: 5 H - dibenzo (b, f) azepina -5-
carboxamida.
5 - carbamoil - 5 H - dibenzo

(b, ) azepina.

NOMBRE GENERICO: Carbamazepina.

NOMBRES COMERCIALES: Tegrelol (Lab, Ciba-Getlgy)
Carbazep (Lab. Cryopharma)
Carbazina (Lab. Pslcofarma)

Neugeron (Lab. Armstrong)

PESO MOLECULAR: 236. 26

FORMULA CONDENSADA: C . 5H ,2N20
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FORMULA DESARROLLADA:

N

I
?=0
N

Ha

2.2.3. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

DESCRIPCION: Fs un polve cristallno blanco o

blanquesino, inodoro con un leve sabor amargo (USP, 1990).

SOLUBILIDAD: Es practicamente insoluble en
éter y agua. Levy (Levy, 1975) ha reportado que la solublilidad en agua
es aproximadamente de 170 pg/ml a 24°C. Debldo a su estructura
triciclica es soluble en solventes organlcos como etancol, cloroformo,

acetona y propilenglicol.

PUNTO DE FUSION: 189 - 193°C
pKa: 12 (Burke, 1985},
COEFICIENTE DE PARTICION: 94 (a pll de 3.4 en

cloroformo: agua).

EXTRACCION: A partir de soluclones acuosas
alcalinas, se extrae con solventes organicos como el cloroformo y el

diclorometanc (Clarke, 1969; Smith, 198B1).

ESTABILIDAD: A temperatura amblente la CBZ es
relativamente estable. Debe guardarse y almacenarse en reclplentes

blen tapados protegidos de la humedad y de 1a luz.
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POLIMORFOS: La CBZ presenta varlas formas

cristalinas, de las cuales algunas son polimorfos. Comerclialmente se
encuentran diferentes modiflcaciones cristalinas: la forma o, 3 y el
dihidrate, La mAs usada es la forma 8, aunque se encuentran pequefias

cantidades de la forma o en Labletas; en suspenslones acuosas la forma

existente es el dihidrato. A partir de la forma 8 se puede obtener la

forma a por calentamliento a 170°C durante dos horas; el dlhidrato se

obtiene a partir de la forma o disuelta en agué destilada (Lefebvre,
1987).

2.2.4. PROPIEDADES ESPECTRALES

En el espectro de absorcién ultravioleta 1a CBZ posee
absorbancia maxima a 212 nm y minima a 256 nm en metancl; en etanol
presenta absorbancia maxima a 215 nm y minima a 257 nm ¥y en acldo

sulfurico 0.1 N se detecla un plico maximo a 283 nm y una tnflexién a
255 nm.

Los plcos mas importantes del espectro de absorcioéon
infrarrejo aparecen a 1678, 1388 y 15441 em ! (Clarke, 1980).

2.2.5. PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

2.2.5.1. ABSORCION Y BIODISPONIBILIDAD

La CBZ se absorbe blen cuando se admlnistra en soluclén de
propllenglicol por via bucal, pero su absorcién gastrointestinal a
partir de tabletas es muy lenla y en forma Irregular (Levy, 1975).
Puede explicarse por lo tanto que debldo a gque la CBZ es practicamente
insoluble en medlos acuosos, la fase de absorclién se limlita por el
proceso de disolucién. Su blodisponibllidad aumenta en presencla de
alimentos posiblemente debido a un aumento en la secreclién de fluldos
gAstricos (Kutt, 1878). La biodisponibilidad de las tabletas por via

oral es irregular perro por lo general es mayor del 70%.

19



2.2.5.2. DISTRIBUCION

Una vez en sangre, la CBZ se combina con las preoteinas
plasmaticas en un 55 a 59% en nifios ¥y en un 70 a 75% en adultos; esta
unlén se consldera como alta , mientras que el epoxldo, un metabollto
muy activo farmacolégicamente, presenta una unién a proteinas moderada

en el orden de un S0% aproximadamente (Informaci6tn de medicamentos,
1989).

La CBZ presenta un volumen de distribucién de 0.8 a 1.4
litros por kilograme de peso, de manera que se distribuye en el
liquido extracelular e intracelular de todes los 6rganos ¥y pasa
facilmente al liquido cefalorraquideo e Incluso es capaz de atravezar
la placenta y llegar al feto; también estd presente en la leche
materna (Kutt, 1978),

Produce una maxima concentracién sanguinea de 6 a 18 horas
después de su administraciédn oral pudlendo aparccer hasta las 24 horas

cuando se trata de dosis elevadas (Goodman, 1991).

2.2.5.3. METABOLISMO

En el hombre la via metabélica predominante es la hepatlca,
en la cual se lleva a cabo la conversién de la CBZ en el 10-11 epdOxido
de carbamazepina (ECBZ) mediante una oxldacién. Este metabollito en
algunos animales de experimentacién se ha comprobado que es tan activo

como el compuesto original y ademas contribuye a la acciédn téxica del

farmaco. Posteriormente mediante wuna hlidroxilaclién, el ECBZ se
transforma en dihidroxihidro-carbamazepina, metabolito inactivo
farmacoléglicamente (Kutt, 1978). Se han encontrado otros 33

metabolitos de la CBZ sin actlividad terapéutica (Patsalos, 1890).
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\
C=0
l
N, ECBZ
Por otro lado, la CBZ es capaz de produclir I1nducciodn

enzimatica a nivel de 1los microsomas hepaticos y acelerar asi su
metabolismo y el de otros farmacos como la fenlitoina y los

anticoagulantes sintéticos (Furlanut, 1985; Montanari, 1985).

2.2.5.4. EXCRECION

Contribuyen a la eliminacién de este farmaco las secreclones
biliares y las heces fecales en un 28% aproximadamente, pero la mayor
excresién la lleva a cabo el rifién en un 72% aproximadamente
(Informacién de medicamentos, 1989). En la orina se puede encontrar
el farmaco en forma inalterada y libre en muy pequefia cantidad, asi
como menos del 3% del ECBZ inalterado (Eichelbaum, 1979). En la leche
materna puede estar presente hasta un 604 de la concentraclién

plasmatica.

La vida media de eliminacidén es de alrededor de 20 horas al
comienzo del tratamlento, pero luego de algunas semanas este parametro
farmacoclnético descliende aproximadamente a 10 horas debldo a su ya
mencionada autoinduccitén metabélica. La vida medla del ECBZ es de unas
5 a 8B horas, es declr, mids corta que la del compuesto orligilnal

(Goodman, 1891).
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2.2.5.5. FARMACOCINETICA

La CBZ sigue una farmacoclinética de elimipnaclén de primer
orden descrita bajo un modelo abierto de un compartlimlento, cuyos

principales parametros se resumen en la Tabla 2.1.

TABLA 2.1. PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE LA CBZ

Unién a proteinas 70 -~ T75%

Tiempo de vida media 13 - 20 horas
Concentraciones plasmiticas

terapéuticas 4 - 12 ug/ml
Volimen de distribucion 0.8 - 1.4 1/kg de peso
Constante de eliminacién 0.017 - 0.024 hrs-l
Concentracién plasmitica 4 - 12 pug/ml

maxima

Tiempo de la mixima 6 - 1B horas
concentracién

Biodisponibilidad >70%

2.2.6. ASPECTOS FARMACODINAMICOS

2.2.6.1. MECANISMO DE ACCION Y EFECTOS FARMACOLOGICOS

Hasta el momenlo no ha sldo determinado el mecanlismo de
acclén de la CBZ2, sin embargo se cree que este farmaco es capaz de

estabilizar la membrana celular neuronal (Litter, 1986). Debido a
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esto, en el Slistema Nerviocso Central del hombre posee una accién
antiepilgptlca sobre todo en las crisls pslcomotoras, tonlicoclénicas o
gran mal (LCzquer, 1984). Posee acclén antlneuralgica ya que previene
la aparicién de los ataques de la neuralgia del trigémino en forma
selectiva; dicha afeccidén se maniflesta como un doleor intenso en la
cara o en alguna de las diferentes ramas del nervio del mismo nombre.
No se conoce aun el mecanlsmo de accién de la CBZ en esteos casos
(Litter, 1986).

Cuando se administra a animales de experimentaclén se
comporta como anticonvulsionante de amplio perfil ya que es capaz de

suprimir las convulsiones producidas por electroshock.

2.2.6.2. OTRAS ACCIONES

Los diferentes efectos que se han observado en animales de
experimentacién son: disminucién de 1la actividad motora, efeclos
sedantes y ataxia. A mayores dosis que las Lerapéuticas se han
presentadc paralisis de los miembros, arreflexia, coma y en ocaslones

muerte por parallisls resplratoria (Litter, 1986).

En el hombre debldo a su efecto sedante pueden presentarse

efectos de somnolenclia y mareos.
Los paclentes epliléeplicos que han seguido un tratamlento con
dicho farmace pueden presentar efectos emocionales tales como una

mejoria en los trastornos de la conducta, asi como un aumento en el

rendimliento escolar de los niifos (Hoppener, 1880),

2.2.6.3. CONCENTRACIONES TERAPEUTICAS

Los niveles plasmaticos terapéuticos de la CBZ varian desde

4 a 12 pgs/ml; estos valores se presentan en adultos y varian de forma
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Irregular debido a la autoinduccién del metabolismo que presenta este

compuesto.

Después de la administracién oral la concentrcién plasmatica
maxima se alcanza de 6 a 18 horas, pero puede tardar hasta 24 horas en
producirse, segin la influencla de los parametros blofarmacéuticoes que

tenga la forma farmacéutica de administracién oral.

2.2.6.4. TOXICIDAD

Este farmaco no presenta mucha toxicidad, pero es capaz de
producir transtornos nerviosos, gastrolntestinales, cuténeos, asi como

hematicos.

Las manifestaclones nerviosas consisten en somnolencla,
mareos, ataxia, parestesias, cefalea, transtornos de la vista,

diplopia y nistagmo (GCoodman, 1991).

Los transtornos gastrointestinales que aparecen son:

anorexia, néuseas, vémito y en algunos casos dlarrea,

Entre las reacciones cutaneas que se han observado estan las

erupciones eritematopapulosas y las pruriginosas.

Se ha observado que en paclilentes que reciben tratamiento con
CBZ se presentan algunas manifestaciones hemadticas que consisten en
una disminucién de 1les leucocitos en circulaclén y por lo tanto
también se observa una marcada disminucién de las células monociticas
Y leucocitos segmentados, pudiendo 1llegar en casos extremeos a la
anemia aplastica (Litter, 1886). Estas reacclones adversas ceden al

disminuir o suprimir la dosis.
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2.2.6.5. INFORMACION SOBRE DOSIFICACION

Para lograr un efecto anticonvulsivo en adultos, la dosls
inicial por via oral es de 200 mg cada 12 horas durante el primer dia,
incrementandose dicha dosls hasta en 200 mg al dia a Intervalos
semanales, hasta obtener la respuesta é6ptima. Para lograr mantener el
efecto anticonvulsivo se administra por via oral de BOO mg a 1.2 g al
dia.

En nlfios, 1a doslifllcacién intcial anticonvulsiva varia en
los primeros dias segun la respuesta clinica que se obtenga. EIl
mantenimiento terapéutico se obtiene ajustando la dosiflicacliédn oral en

niveles de 400 a BOO mg al dia.

2.2.7. FORMAS FARMACEUTICAS

Comerclalmente, la CBZ se encuentra en diferentes
presentaciones como tabletas, tabletas de 1liberacién controlada,

suspenslones y reclentemente, en forma de suposltorios,

En el Cuadro Baslco de Medicamentos del Sector Salud, se
dispone de la clave 2608 para tabletas de 200 mg, y de la clave 2609
para suspensién oral, en la que S ml contienen 100 mg de CBZ (Cuadro
Basico de Medicamentos, 1989).

2.2.8. TECNICAS DE ANALISIS PARA LA CUANTIFICACION DE CBZ Y SU
METABOLITO EN MUESTRAS BIOLOGICAS

Para la cuantificacidén de CBZ y su metabollito el ECBZ, se
han aplicado wuna gran varledad de métodos que incluyen a la
espectrofotometria UV (Sadeé, 1980; Clarke, 1969: Florey, 1980),
cromatografia de gases CG (Rurke, 1985%; Chambers, 1897B), técnicas de

inmunoensayo EMIT (Ezquer, 1884) y cromatografia de liquidos de alta
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resoluclédn HPLC (Chan, 1985; Shibukawa, 1990; Sawchok, 1982; Hartley,
1886). Sin embargo, la determlnacién simultanea de la CBZ y su epoédxido
solamente es posible aplicando técnicas cromatograficas.
Desafortun adamente, la cromatografia de gases produce resultados
variables, dado que 1la CBZ es inestable cuando se le somete a
temperaturas muy elevadas y se convierte a iminoestilbeno y derivado
de acridina (Hartley, 1886}, Por lo tanto, la cromatografjia de
liquidos de alta resoluclén ofrece la ventaja de ser el método de
eleccldn para este tlipo de estudlios en los que se requlere determinar
concentraciones subterapéuticas, terapéuticas y/o téxicas (Kumps,
1883: Kirschbaum, 1984),.

En la mayoria de los métodos se realiza la separaclilédn en
cromatografia fase inversa debido al caracter i6nico de la CBZ; como
fase movil, se emplean mezclas de solventes organicos como el
acetonitrilo en agua. Pueden clitarse escascos procedimientos mas
econdmicos en los que se prefiere emplear mezclas de metancl-agua, sin

restar validéz al proceso de separacloén.
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CAP1TULO 3

DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

3.1. ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICO DE LA CBZ Y DEL ECBZ

Antes de proceder al desarrollo cromatografico y con la

finalidad de establecer la relacién que existe entre la concentracién

y la absorbancla de la CBZ, se realizaron ensayocs experlmentales en la
reglén UV (200 a 800 nm).

3.1.2.

1. EQUIPO

—Espectrofotémetro Shimadzu UV-160A.

-Celdillas de 1 cm de espesor de cuarzo y vidrlo.

—Balanza analitica Mettler AJ1CGO.

—Refrigerador General Electric.

-Estufa eléctrica Fellisa.

-Material de vidrio (matraces volumétricoes, plpetas

graduadas y volumétricas, etc.).

REACTIVOS

—-Estandar secundario de CBZ. Potencla 100.21% (Lab. Quimica
y Farmacia).

—Estandar primario de ECBZ. Potencia 100% (Lab. Ciba Gelgy:
Basilea, Sulza).

—-Metancl G.A. (Pred. Quimlcos Monterrey, S. A.).

—Agua destilada.
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3.1.3. PREPARACION DE CURVAS DE CALIBRACION DE CBZ EN
METANOL

Se elaboraron curvas de callibraclén para la CBZ disuelta en
metanol en el \intervalo de concentraclén de 1 a 10 ug/ml a

partir de las soluclones siguientes.

SOLUCION A: Se pesaron 10 mg del estandar de CBZ, los cuales
se disolvieron completamente en 1 ml de metancl y se aforaron a 10 ml
conh el mismo solvente. La concentracién ffinal de esta solucliétn fue de

1000 pug/ml.

SOLUCION B: Se tomd una alicuota de 1 ml de la solucidén A y
se aforé con metanol a un volumen de 100 ml en un matraz volumétrico,
Cada ml contenia 10 ug de CBZ.

Las diferentes concentraciones de la curva se prepararon

tomando alicuotas de la solucién B y se aforaron a 25 ml con metanol
(Tabla 3.1.).

TABLA 3.1

CONCENTRACIONES DE CBZ PARA LA CURVA DE CALIBRACION

PUNTO ALICUOTA DE LA CONC. FINAL DE

No. SOLUCION B (ml) CBZ (ugsml)
1 2.5 1.0

2 5.0 2.0

3 10.0 4.0

4 15.0 6.0

S 20.0 8.0

] Solucién B 10.0
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3.1.3.1. LECTURAS AL ESPECTROFOTOMETRO UV

Los diferentes puntos de la curva de callbraclén anteriores

se leyeron en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 285 nm.

La longitud de onda se determiné con base al espectro de absorclén que

presenta la CBZ en la regién del UV (Figura II11.1).

+ 1.50 A
0.200
(A/DWV)
+0.00 A ' 3
200.0 100.0 (NM/DIV.) 600.0
PICOS
LONGITUD DE ONDA ABSORBANCI A
285.0 0.482
213.0 1.245

NM

FIGURA II1.1. ESPECTRO DE ABSORCION AL UV PARA LA CBZ DISUELTA EN

METANOL.
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3.1.3.2. LINEALIDAD

La 1linealldad de un método analitico es un parametro
importante para asegurar que los resultados analiticos sean
proporclonales a la concentracién de la sustancia dentro de un

intervalo determinado.

Para evaluar 1la llipealldad se preparé y determiné la
absorbancia el mismo dia a 5 curvas de callbraclén para CBZ. La
validez de 1la linealldad se obtuvo =& partir del célculo de las
pendientes, interceptos y coefliclentes de correlacldédn del conjunto de

datos mediante un anadlisis de minimos cuadrados.

En la Tabla 3.2. se muestran los datos de las clinco curvas
de calibracién preparadas en metanol para evaluar la linealldad del
método espectrofotométrico en la determinacién de CBZ. En la Tabla
3.3. se observan los parametros estadisticos ¥y su representacién

grafica.se encuentra en la Figura III.2.
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TABLA 3.2.

DATOS DE CONCENTRACION vs ABSORBANCIA A 285 NM
PARA CBZ EN METANOL

CONC., S O R B A N C S
CBZ cC U R VvV A S
(pg/ml) 1 2 3 q 5 X .E. V.,
1.0 0. 052 . 046 .048 0.049 Q. 045 .048 . 002 . 16%
2.0 0.098 , 098 .093 0.091 0.099 . 096 . 003 .T1%
4.0 0.194 . 196 . 183 0.187 0.180 . 188 . 006 .66%
6.0 0.291 . 297 .273 0.286 0.279 . 285 . 009 . 15%
8.0 0.386 . 399 . 362 0.375 0.369 . 378 .014 .95%
10.0 0.481 . 196G .453 0.483 0.474 .ATT .015 .14%
X = Mcdia aritmética
.E. = Desviaclén estéandar
C.V. = Coefliclente de varlaciéon
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TABLA 3.3.

PARAMETROS ESTADISTICOS DE LA LINEALIDAD ESPECTROFOTOMETRICA
PARA CBZ EN METANOL

C U R V A S5
PARAMETRO
1 2 3 4 5]
r 0.999 0.998 0.999 0.999 0.999
rZ 0.998 0.998 0. 988 0.998 0.988
m 0.048 0. 050 0.045 0.048 0.047
b 0.003 0.003 0.0G3 0.003 0.002

r = Coeflclente de correlaclén

2
r

Coeficiente de determinacién

m Pendiente

b

Ordenada al orlgen
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FIGURA 111.2. LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CBZ
DISUELTA EN METANOL. RELACION CONCENTRACION Vs ABSORBANCIA A 285 NM.
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No fue posible determinar la validez de la ley de Beer para
el ECBZ disuelto en metancl debido a que se contaba con una pequeha
cantidad del mismo, la cual se reservédé exclusivamente para el

estudio cromatografico,

3.2. DESARROLLO ANALITICO CROMATOGRAFICO

Una vez establecida la linealidad de l1a relaclién
concentracién-absorbancia para la CBZ se procedlié a establecer las
condiclones preliminares de trabajo en el cromatégrafo HPLC para el

desarrollo del método anallitico.

3.2.1. EQUIPO

-Cromatégrafo de ligquidos de alta resolucidédn modelo Waters

600E el cual consta de:

*Bomba de flujo continuo Waters.

*Inyector Rheodyne modelo 7125 Mounting Klt (P/N62337).
*Detector ultravioleta de longitud de onda varlable modelo
Waters 490.

*Integrador modelo Waters 746.

*Precolumna empacada con Perlisorb RP-18 marca Upchurch
Scientific.

*Columna de 30 cm Macharey Nagel ET 250/8/4 Hucleosil (10um)
No. 720 023.

-Balanza analitica Mettler AJ100.
—Congelador Mabe,

~Refrigerador General Electric.
~-Estufa eléctrica Felisa.

-Yortex Lab-Line ilnstruments, Inc.
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-Bafio de ultrasonido Sconicar.

-Centrifuga SOL-BAT No. 1093 V115,

-Campana de extracciédn Industrias Alder, S.A. de C.V.
-Tanque de heliec Infra.

-Bomba de vacio Pneumotive,

-Membranas HA 0.42 u Millipore.

-Aparato de filtracién Hillipore.

-Cronbmetro All Purpose,

-Micropipetas High tech lab.

-Parrilla de calentamlento y agltaciédn Corning.

3.2.2. REACTIVOS

-Estandar secundario de CBZ. Potenclia 100.21% (Lab. Quimica
y Farmacia).

-Estandar primario de ECBZ. Potencia 100% (Lab. Ciba Gelgy;
Basllea, Sulza).

-Metanol HPLC (Lab. Prolabo).

~Cloroformo HPLC (Lab. Merck).

-Diclorometano HPLC (Lab. Merck]).

~Acetonitrilo HPLC (Lab. Merck).

-Eter etilico"G. R. (Lab. Merck).

~Cloroformo G. R. (Lab. Merck).

-Tetracloruro de carbonoe G. R. (Prod. Quim. Monterrey S.A.)
-Metancl G. R. (Prod. Quimicos Monterrey S.A.}.

-Dietil éter G. R. (Prod. Quimlicos Monterrey S.A.).

~NaOH 5.0 M (Prod. Quimicos Monterrey S.A.).

-Gas hellio (Infra).

-Agua destilada.

~Agua deslonizada y flltrada,
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3.2.3. ESTABILIZACION DEL EQUIPO HPLC Y ACONDICIONAMIENTO DE LA
COLUMNA CROMATOGRAFICA

El procesc de establillizacién del equipo cromatograflco se
reallzé todos los dias antes de proceder al trabajo experimental, Este
proceso consistié baslcamente en obtener condiciones de trabajo
constantes en cuanto a velocidad de flujo, nivel de 1linea base,
presién de la bomba, etc., al menos durante 45 minutos antes de la

inyecclién de las muestras.

3.2.4. PREPARACION DE SOLUCIONES DE CBZ Y ECBZ EN METANOL

Para el desarrollo del trabajo experimental cromatografico
se prepararon diferentes soluciones de concentracién conocida, tanto
de cada uno de los estandares por separado en metanol, como de la

mezcla de ambos.

Las soluclones fueron preparadas como se indica a

continuacion,

SOLUCION DE CBZ: 10 mg de estandar se disolvieron
previamente en 1 ml de metanol y se aforaron a 10 ml con el mismo
solvente. De esta solucién se tomdé una allicuota de 1 ml y se llevd a
un volumen de 100 ml con metanol, guedando una concentracién final de
10 pug/ml de CBZ.

SOLUCION DE ECBZ: Se pesaron 5 mg de estandar de ECBZ, los
cuales se disolvleron en 1 ml de metanol, y se aforaron en un matraz
de 50 mlicon metanol; de esta soluclédn se tomd 1 ml y se diluyd a 10
ml con metanol. La concentraclién inal de 1la solucién fue de 10 ug de
ECBZ por cada ml.

SOLUCION MEZCLA DE CBZ Y ECBZ: Se tomé 1 m]l de cada una de

las soluclones anterlores de CBZ y ECBZ, se mezclaron y se obtuvo una
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soluclildén cuya concentracién final fue de 5 ug por cada ml, tanto de
CBZ como de ECBZ.

Lo anterlior fue con la finalidad de reallzar inyecclones de
prueba de la CBZ y ECBZ preparados por separado, para analizar su
comportamiento cromatografico y posteriormente evaluar la resolucién
de 1los plicos cromatograflicos de ambos compuestos al 1nyectarse

simultaneamente en una mezcla.

3.2.5. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PRELIMINARES

Las primeras condicliones de operacién mantenidas constantes
fueron:

-Precolumna empacada con Perisorb RP-18.

=Columna de 30 c¢m de longitud Macharey Nagel (10 um).

-Velocidad de flujo de 1 ml/min.

-Veloclidad de carta de 0.5 cm/min.

-Atenuacién de 128

-Volumen de inyecclén constante de 20 ul.

-Tiempo de corrida de 13 min.

-Fase mévil compuesta de metanol y agua.

3.2.6. SELECCION DE LA COMPOSICION DE LA FASE MOVIL Y DE LA
LONGITUD DE ONDA

' Baslcamente las variaciones de composiclién de [ase mévil
fueron en porcentaje de metanol:agua: 70:30 (ensayo A), 65:35 (ensayo
B), 60:40 (ensayo C) y 55:45 (ensayo D).

Bajo las condlciones de operaclén sefialadas en 3.2.5. se
reallzaron lnyecclones repetlidas de las soluclones individuales de CBZ
y de ECBZ2, y de la mezcla de ambons, leyendo en cada caso a 212, 2185,
236, 256 y 285 nm,
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En la Filigura III1.3. se muestran unlcamente una serle de

cromatogramas obtenidos para la CBZ en concentracién de 10 jug/ml y en
la Tabla 3.4. se resumen los tliempos de retenclén con cada una de las

composiciones de fase mévil y leyendo a diferentes longltudes de onda.

i
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FIGURA 1l.3. CROMATOGRAMAS DE CBZ OBTENIDOS CON DIFERENTES

COMPOSICIONES DE FASE MOVIL Y DETECTADOS A 215 NM. LOS VALORES
NUMERICOS SE REFIEREN A LOS TIEMPOS DE RETENCION EN MINUTOS.
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TABLA 3.4.

TIEMPOS DE RETENCION PARA CBZ OBTENIDOS BAJO DIFERENTES
PROPORCIONES DE FASE MOVIL Y DISTINTAS LONGITUDES DE ONDA

TIEMPO DE RETENCION
(minutos)
COMPOSICION DE FASE MOVIL
(metanol:agua)

LONGITUD DE ONDA 70: 30 65: 35 60:40 55:45
(nm)
212 2.82 3.49 4.38 7.76
215 2. 81 3.47 4.37 T.77
236 2.81 3. 46 4.38 7.75
256 2.81 3.45 4.38 7.76
285 2.81 3.45 4.38 7.76

CONDICIONES DE TRABAJO:

CONCENTRACION DE CBZ :

FLUJO

ATENUACION :

VELOCIDAD DE CARTA :

VOLUMEN INYECTADO :
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A continuacliéon se muestran los cromatogramas

(Fig. I1I11.4.)

que se obltuvieron con una solucién de 10 pg/ml de ECBZ a la longltud

de onda de 215 nm y con las composlicliones de fase médvil anterlormente

sefialadas.

De igual forma,

de retencién correspondlentes.

en la Tabla 3.5.

N

ECBZ

0.91
1.52

o
W

¥

se registran los tliempos

Metanol : Agua
65 : 35

ECBZ
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Metano! : Agua
55:45

]2
s <
Ll
Metanol: Agua
70: 30
3
o‘ —
(s8]
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s (1 8
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ki Metanol : Agua
60 : 40
0
o
o
FIGURA [ll.4.

CROMATOGRAMAS DE ECBZ OBTENIDOS CON DIFERENTES
COMPOSICIONES DE FASE MOVIL. LOS VALORES NUMERICOS REGISTRADOS SE
REFIEREN A LOS TIEMPOS DE RETENCION EN MINUTOS.

40



TABLA 3.5.

TIEMPOS DE RETENCION PARA ECBZ OBTENIDOS BAJO DIFERENTES
PROFPORCIONES DE FASE MOVIL Y DISTINTAS LONGITUDES DE ONDA

TIEMPO DE RETENCION
(minutos)
COMPOSICION DE FASE MOVIL
(metanol:agua)

LONGITUD DE ONDA 70:30 65: 35 60: 40 55:45
(nm)
212 2.20 2.40 2.82 4.63
215 2. 21 2.40 2.80 4.61
236 2.21 2.40 2.81 4.63
256 2.16 2.41 2.80 4.60
285 _ —_— _ —_—

CONDICIONES DE TRABAJO:

CONCENTRACION DE ECBZ :

FLUJO

ATENUACTION
YELOCIDAD DE CARTA :
YOLUMEN INYECTADO :
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Cuando se inyectaron alicuotas de la mezcla de ECBZ y CBZ en
metanol en concentracién de S pg/ml cada una, se registraron los
siguientes cromatogramas. Notese que en el sistema A (metanol:agua en
properclién 70:30 no se reglstro una buena separaclén, por tal motivo
se omlitié su uso para los ensayos posteriores (Figura III.5.). Los

datos correspondientes a los tlempos de retenclilén se incluyen en la
Tabla 3.6.
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O 70:30 O
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o
©
o
. N J N

4.30
CBZ
—
7.18

CBZ

Metanol : Agua
60:40

0.89
1.52
ECBZ
2.75
0.97
1.56

)
N
P JAN /\AA{\ 7 L

FIGURA 11I.5. SEPARACION CROMATOGRAFICA DEL ECBZ Y CBZ CON LAS
COMPOSICIONES DE FASE MOVIL DE METANOL:AGUA EN PROPORCION 70:30,
65:35, 60:40 Y 55:45. TODOS FUERON DETECTADOS A 215 NM. LOS VALORES
NUMERICOS REGISTRADOS SE REFIEREN A LOS TIEMPOS DE RETENCION EN
MINUTOS.
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TABLA 3.6.

TIEMPOS DE RETENCION PARA ECBZ Y CBZ EN MEZCLA OBTENIDOS

BAJO DIFERENTES PROPORCIONES DE FASE MOVIL Y

DISTINTAS LONGITUDES DE ONDA

TIEMPO DE RETENCION
(minutos)
COMPOSICION DE FASE MOVIL

(metanol:agua)

65 : 35 60 : 40 55 : 45
LONGITUD DE ONDA ECBZ cBZ ECBZ CBZ ECBZ2 cB2
(nm)
'212 e 4.64 7.785
215 2.38 3.33 2.75 4.30 4.61 7.78
236 2.42 3.42 3.08 4.45 4.64 T.74
256 2.40 3.42 2.77 4. 34 = —

-—— No se detectb.

CONDICIONES DE TRABAJO :

CONCENTRACION DE CBZ :

5 ug/ml

CONCENTRACION DE ECBZ: 5 ug/ml

FiL.UJO :

ATENUACION
VELOCIDAD DE CARTA :
VOLUMEN INYECTADO :
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1 ml/min
128

0.5 cm/min
20 ul



3.2.7. VARIACION DE LA VELOCIDAD DE FLUJOl

Al trabajar con las condiclones preliminares Indicadas en
3.2.5., se obtuvieron las mejores resoluclones cromatograficas para
CBZ y ECBZ empleando metanol:agua en relacléon 55:45 y leyendo a 215

nmnm.

Con la finalidad de observar la separacldén cromatografica de
la CBZ y su metabolito a diferente velocldad de flujo de la fase mévil
Y una vez que se establecleron las condicliones finales de trabajo se

realizaron lnyecclones con flujos de 1.0, 1.2 ¥ 1.4 ml/min.

En la Tabla 3.7. estan reglslrados los tlempos de retencién
obtenidos a partir de la inyeccién de una mezcla de CBZ y ECBZ con
diferentes velocldades de flujo, para anallzar si1 exlste un cambio
slignificativo en la resolucidn de los plcos de cada compuesto a las

condiciones constantes arriba sefialadas.
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TABLA 3.7.

TIEMPOS DE RETENCION PARA ECBZ Y CBZ EN MEZCLA OBTENIDOS
BAJO DIFERENTES VELOCIDADES DE FLUJO Y COMPOSICIONES
DE FASE MOVIL A UNA LONGITUD DE ONDA DE 215 NM

TIEMPO DE RETENCION
(minutos)
VELOCIDAD DE FLUJO
(ml/min)
FASE MOVIL 1.0 1.2 1.4
(metanol:agua) ECBZ CBZ ECRZ CcB2 ECBZ CBZ

70: 30 1.37 2.31 1.80 2.31 1.95 2.40
B65: 35 2.38 3.32 1.93 2. 66 1.70 2.38
60: 40 2.76 4,32 2.28 3.55 1.95 3.08
55: 45 4.62 T.77 3.75 6.82 3.37 6.28

CONDICIONES DE TRABAJO:

CONCENTRACION DE CBZ: 5 pug/ml
CONCENTRACION DE ECBZ: 5 ug/ml

LONGITUD DE ONDA : 215 nm
ATENUACION : 128
VELOCIDAD DE CARTA : 0.5 cm/mln
VOLUMEN INYECTADO : 20 ul
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3.2.8. CONDICIONES FINALES DE TRABAJO ESTABLECIDAS
En la Tabla 3.8. se resumen las princlpales condliclones de
la separacién cromatografica de la CBZ y del ECBZ establecldas en este

estudio. Con 1las cuales se obtuvieron tiempos de retencién de 4.62

min. para el ECBZ y de 7.77 min. para la CBZ,

TABLA 3.8.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS ESTABLECIDAS

COMPOSICION DE LA FASE MOVIL 55% de metanol - 45% de agua
VELOCIDAD DE FLUJO 1 ml/min

LONGITUD DE ONDA 215 nm

ATENUACION 128

VELOCIDAD DE CARTA 0.5 em/mln

3.2.9. REPETIBILIDAD DEL SISTEMA

Antes de proceder al estudio de linealldad, diariamente se
probd la repetibllidad del sistema cromatograflice, reallizande al menos
seis Inyecclones de una concentracién de 6 pug/m}l de CBZ en metancl,
para establecer la varliaclén de los resultados obtenlidos al anallzar
la misma muestra. De esla forma, se comprobd medlante la medlcién de
areas y alturas de los plcos cromatograficos que la varlacién no fue

significativamente mayor a 5% (Ver Tabla 3.9.).

46



TABLA 3.9.

REPETIBILIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO BASADA
EN MEDICIONES PARA LA CBZ EN METANCL (n = B)

PARAMETROS ALTURA D EL PICQO
ler. DIA 2do. DIA Jer. DIA
X 3.25 3.26 3.20
D.E. 0.054 0.037 0.122
cC.v 1.68% 1.15% 3.83%
X = Media aritmética
D.E. = Desviaclédn estandar
C.V. = Coefliclente de varliaclién
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3.2.10. EVALUACION DE LA LEY DE BEER EN LA SEPARACION
CROMATOGRAFICA DE ESTANDARES EN METANOL

Con 1la intencidén de establecer 1la 1llnealidad entre la
concentraclén de los compuestos de interés con la altura y Area de sus
respectivos picos, se inyectaron 5 curvas de callbracién de CBZ, ECBZ
y de 1la mezcla de ambos en metanol en las condiclones previamente
establecidas. Las concentraclones de la CBZ y del ECBZ se relacicnaron
con las alturas y Areas de los plcos de cada cromatograma. Las alturas
fueron medidas con una regla milimétrica y las Areas fueron reportadas

por el equipo HPLC.

3.2.10.1. PREPARACION DE CURVAS DE CALIBRACION PARA LA CBZ
EN METANGL

Se elaboraron curvas de callbraclién para la CBZ disuelta en
metanol en el Intervalo de concentraciétn de 1 a 10 pg/ml a partir de

las soluciones siguientes.

SOLUCION A: Se pesaron 10 mg del esténdar de CBZ, los cuales
se disolvieron completamente en 1 ml de metanol y se aforaron a 10 ml
con el mismo solvente. La concentrcién final de esta soluclén fue de

1000 pg/ml.

SOLUCICN B: Se tomé una alicuota de 1 ml de la soluclén A y
se aford con metancl a un volumen de 100 ml en un matraz volumétrlico.

Cada mililitro contenia 10 ug de CBZ.

Las diferentes concentraclones de la curva se prepararon
tomando alicuotas de la solucién B y aforando a 25 ml con metanol

(Tabla 3.10.).
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TABLA 3.10.

CONCENTRACIONES DE CBZ PARA LA CURVA DE CALIBRACION

EN METANOL

PUNTO ALICUOTA DE LA CONC. FINAL DE
No. SOLUCION B (m1) cBZ (ug/ml)

1 2.5 1.0

2 5.0 2.0

3 10.0 4.0

q 15.0 6.0

5 20.0 8.0

6 Solucliédn B 10.0

3.2.10.2. RESULTADOS DE LA LINEALIDAD CROMATOGRAFICA PARA
CBZ EN METANOL

En la Tabla 3.11. y Figuras I1I1.6. ¥y 1I11.7. se presentan los
datos que demuestran la relaclén 1lineal entre las diferentes
concentraciones de CBZ y las medidas del &rea bajo la curva (ABC) y

altura del pico en sus cromatogramas.
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TABLA 3.11.

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA INYECCION CROMATOGRAFICA
DE CINCO CURVAS DE CALIBRACION PARA CUANTIFICAR

CBZ EN METANOL

CONC. DE CB2Z ABC * ALTURA DEL PICO
(ug/ml) (cm)
2.0 570164.0 1.3
4.0 1174492. 5 2.6
6.0 1784595. 5 3.95
8.0 2432067.5 5.4
10.0 3032563.0 6.8
r 0.999 0.999
r 0.998 0.998
m 309118. 65 0.69
b -55935. 4 -0.13
n 5 S

* AREA BAJO LA CURVA

CONDICIONES DE TRABAJO:

COMPOSICION DE FASE MOVIL
(metanol:agua)

FLUJO :

LONGITUD DE ONDA :
ATENUACION :
VELOCIDAD DE CARTA :
VOLUMEN INYECTADO :

850

55: 45

1 ml/miln
215 nm

128

0.5 cm/min
20 nl



FIGURA IIl.6. LINEALIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA CUANTIFICAR
CBZ EN METANOL. RELACION CONCENTRACION Vs AREA BAJO LA CURVA.
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FIGURA UL.7. LINEALIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA CUANTIFICAR

CBZ EN METANOL. RELACION CONCENTRACION vs ALTURA DEL PICO.
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3.2.10.3. PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE ECBZ EN
METANOL

En este estudlo se utllizaron soluclones en metancl de ECBZ
cuyas concentraciones varlaban de 0.1 a 2.0 pg/ml preparadas como se

indica a continuacién.

SOLUCION A: Se pesaron 5 mg del estandar de ECBZ, los cuales
se disolvieron y aforaron a 50 ml con metanol, De esta forma se

obtuvo una concentraclilédn de 100 ug/ml.

SOLUCION B: 1 ml de la soluciétn A se diluyd a 50 ml con

metancol, resultando una concentracién final de 2.0 ugs/ml de ECBZ.

Para preparar la curva de calibraclén se tomaron alicuotas
de la solucién B y se llevaron a un volumen de 10 ml con metanol
(Tabla 3.12.).

TABLA 3.12.

CONCENTRACIONES DE ECBZ PARA LA CURVA DE CALIBRACION

EN METANOL
PUNTO ALICUOTA DE LA CONC. FINAL DE

No. SOLUCION B (ml) ECBZ (ug/ml)
1 0.5 0.1

2 1.5 0.3

3 3.0 0.6

4 4.5 0.9

5 6.0 1.2

5] 7.5 1.5

7 Solucion B 2.0
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3.2.10.4. RESULTADOS DE LA LINEALIDAD CROMATOGRAFICA PARA
ECBZ EN METANOL

Toda 1a informaclén concerniente a demostrar la linealidad
del comportamiento cromatografico del ECBZ a diferentes

concentraclones, se puede analizar en la Tabla 3.13. y en sus

respectivas figuras (Figuras II1.8. ¥y I111.9.).

54



TABLA 3.13.

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA INYECCION CROMATOGRAFICA
DE CINCO CURVAS DE CALIBRACION PARA CUANTIFICAR

ECBZ EN METANOL

CONC. DE ECBZ ABC * ALTURA DE PICO

(ptgs/ml) {cm)
0.1 ai2947.0 0.7
0.3 J71258.5 0.9
0.6 453399.0 1.2
0.9 556342.6 1.5
1.2 670671.5 1.785
1.5 783974.5 2.0
2.0 926198B.5 2.5

r 0. 999 0. 999

r? 0.998 0.998

m 331235. 24 0.93633

b 269805, 57 0.62432

n 7 7

* AREA BAJO LA CURVA

CONDICIONES DE TRABAJO :

COMPOSICION DE FASE MOVIL

(metan
FLUJO :

ol:agua)

LONGITUD DE ONDA

ATENUACION
YELOCIDAD
YOLUMEN IN

55

DE CARTA :
YECTADO :

55:45

1 ml/min
215 nm

128

0.5 cm/min
20 ul



FIGURA [1.8. LINEALIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA CUANTIFICAR
ECBZ EN METANOL. RELACION CONCENTRACION vs AREA BAJO LA CURVA,
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FIGURA 1il.9. LINEALIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA CUANTIFICAR
ECBZ EN METANOL. RELACION CONCENTRACION vs ALTURA DEL PICO.
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3.2.10.5. PREPARACION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION PARA LA
MEZCLA DE CBZ Y ECBZ EN METANOL

A partir de soluclones iniclales de CBZ cuya concentraciédn
fue de 1000 ug/ml y de ECBZ con una concentracién de 100 ug/ml se

realizaron diferentes dilucliones para lograr establecer las sigulentes

concentraciones de CBZ y ECBZ en mezcla (Tabla 3.14).

TABLA 3.14.

CONCENTRACIONES DE CBZ Y ECBZ PARA LA CURVA DE CALIBRACION

EN METANOL

PUNTO CONCENTRACION CBZ CONCENTRACION ECBZ
No. (ug/ml) (ug/ml)

1 2.0 0.6

2 4.0 c.8

3 6.0 1.2

4 8.0 1.5

5 10.0 2.0

En la Tabla 3.15. se muestran los parametros estadisticos
obtenideos de las curvas de callbracién, a partir de los cuales Be
determina la linealidad de la separacién cromatografica, representada
en las graficas de las Flguras 1I11.10 y III.11., en las cuales se

representa la relacién entre concentracldn y altura del plco.
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TABLA

3.18;

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA INYECCION CROMATOGRAFICA
DE CINCO CURVAS DE CALIBRACION PARA CUANTIFICAR
ECBZ Y CBZ EN MEZCLA DISUELTOS EN METANGL

CONCENTRACION ECBZ CBZ
(pg/ml)

ECBZ CBZ ABC * ALTUTA ABC * ALTURA
0.6 2.0 446199.0 1.1 575994. 5 1.3
0.8 4.0 564256.0 1.4 1183747.5 2.5
1,8 6.0 669219.0 1.7 1838868. 3 3.9
1.5 8.0 764618. 6 2.0 2476084.6 5,2
2.0 10.0 923000. 3 2.5 3139631.0 6.63

ECBZ CBZ
r 0.998 1.0 0.999 0.999
r2 0.996 1.0 0.998 0.998
m 332967. 49 1.0 321030.5 0.668
b 254378, 88 0.5 -83417. 85 ~0. 102
n 5 5 5 5

* AREA BAJO LA CURVA

CONDICIONES DE TRABAJO:

COMPOSICION DE FASE MOVIL

(metanol:agua) : 55:45
FLUJO 1 ml/min
LONGITUD DE ONDA : 215 nm
ATENUACION : 128
VELOCIDAD DE CARTA : 0.5 cm/min
YOLAUMEN INYRCTADO 20 pul
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FIGURA

l1.110. LINEALIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA CUANTIFICAR
CBZ EN MEZCLA EN METANOL. RELACION CONCENTRACION vs ALTURA DEL PICO.
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FIGURA 11.11. LINEALIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA CUANTIFICAR
ECBZ EN MEZCLA EN METANOL. RELACION CONCENTRACION vs ALTURA DEL PICO.
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3.3. PROCESC DE EXTRACCION DE CBZ Y SU METABOLITO A PARTIR DE PLASMA

3.3.1. PREPARACION DE ESTANDAR.ES EN MEZCLA DE CBZ Y ECBZ A PARTIR
DE PLASMA

Se obtuvieron 700 ml de plasma libre de féarmaco de tres
voluntarlos del sexo masculinoc los cuales en forma previa clinicamente

mostraron un estado de salud normal.

Con este plasma se prepard una sclucién de CBZ2 y ECBZ en

concentraclones terapéuticas de 6 ug/ml y 1.2 pg/ml respectivamente.

SOLUCION MEZCLA DE CBZ Y ECBZ: Para lograr las
concentraciones anteriores se tomé una alicuota de 0.3 mi de la
soluciéon A de CBZ (apartade 3.4.3.1.) y 0.06 ml de la soluclén A de
ECBZ (apartado 3.4.3.2.), se mezclaron y se llevaron a un volumen

final de 5 ml con plasma.

3.3.2. ENSAYOS DE EXTRACCION

Chan (Chan, 1985) ha reportado un proceso de extraccién para
CBZ y su metabollito epdéxido a partir de plasma empleando un sistema
diclorometanc: éter (1:3) previa despaturalizaclén de proteinas
plasmaticas. En el presente trabajo se aplicé este procedimiento de
extraccidén ¥y adlicionalmente se ensayaron otras mezclas de solventes
sefialadas en la Tabla 3. 16.
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TABLA 3.16.

MEZCLAS DE SOLVENTES PARA EXTRACCION DE
CBZ Y ECBZ A PARTIR DE PLASMA

SISTEMA COMPOSICION
A CLOROFORMO
B DICLOROMETANO
C DICLOROMETANO: ETER 1:3
D DICLOROMETANQ: ETER 1:1
E DICLOROMETANO: ETER 3:1
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3.3.3. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

En la figura 1II1I1.12. se muesira el procesc general de

extracciédn de la CBZ y su epodxide a partir de muestras plasmatlicas, el

cual, como yma se mencloné se basa en el reporte de Chan de

ligeras modiflicaclones.

FIGURA H1.12.

DIAGRAMA DE EXTRACCION DE LA CBZ Y SU METABOLITO

A PARTIR DE PLASMA

0.5 ml DE PLASMA
+*
200 p1 DE METANOL G.R.
L]
1.6 ml DE AGUA DESTILADA
+
20 M1 DE NoOH {S m)
'y
——————— 7.0 m1 DEL SISTEMA DE EXTRACCION PROPUESTO

agitar 18 wmin.

CENTRIFUGAR A 3000 rpm POR 10 min.

v
FASE ACUCSA FASE ORGANICA

eliminar después
de la 2da. extracciOn.

v o
EVAPORAR A 45 C

L 3
REDISOLYER EN S00 M1 DE METANOL:ACUA (6S:485)

agitar 30 segq.

~
I NYECTAR AL CROHATOGRAFO

64

1985 con



La separacién de las fases acuosa, orgéanica y proteinlca con

cada sistema de extraccién indicado en la Tabla 3.18., se muestra =a

continuaclién utilizando preliminarmente volidmenes de plasma libre de

farmaco.

Obsérvese que los ensayos de extracclén en los cuales se

empledé cloroformo y diclorometano:éter fueron los maAs adecuados.

CN

SISTEMA A SISTEMA B

2 ;/, i
J & 7

SISTEMA C SISTEMA D SISTEMA E

/ FASE ORGANICA FASE ACUOSA EMULSION

FIGURA 111.13. REPRESENTACION DEL EMPLEO DE LOS DIFERENTES SISTEMAS DE
EXTRACCION EN MUESTRAS PLASMATICAS.

65



Al inyectar los ' correspondientes extractos organicos
evaporados ¥y redlisueltos en fase mévil, se obtuvieron cromatogramas
como los que se sefialan en la Filgura I1I11.14. Para el slstema de

solvente B en el que se empled diclorometano unicamente y para el

sistema D (diclorometanc:éter 1:1), no se hicleron 1inyecclones al
cromatégrafo. =
o
i & ()&
QO M~
<
~J
jas]
O
)
. — O
0 o
ﬂ(\ =
AN U A
SISTEMA A
= I N
S r~
= &
O -
— L\p] ~
— 8 ~Q
~r
AN L
SISTEMA C
3 AN &
—_— Q ~
~J
O
w8
)
= o /\q‘
—_ N
\AD \.

SISTEMA E

FIGURA 1il.14. CROMATOGRAMAS DE EXTRACTOS EN PLASMA.
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Con base a lo anterjor, se optdé por reallzar extracclones

con diclorometano:éter 1:3 y 3:1 preparando muestras plasmatlcas de

concentracién de 1.2 ug/ml de ECBZ y de 6 ug /ml de CBZ.

3.3.4. RECOBRO DE EXTRACCION

La estimacliédn de este parametro se realizé comparando el

porcentaje de recobro de las muestras plasmaticas anteriores en

obtenldos de cromatogramas de iguales

relacién =a los datos
concentracliones de los compuestos disueltos en metanol.

En las Tablas 3.17., 3.18., 3.19. y 3.20. se muestran los

datos de recobro para ECBZ y CBZ a partir de las muestras en plasma,
Con 1los datos obtenidos se establecidé la exactitud del método

utilizando la prueba "t" de Student a un nivel de significancia de

0.0 (p = 0.05).
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TABLA 3.17.

RECOBRO DE ECBZ EMPLEANDO DICLOROMETANO:ETER
EN PROPORCION 1:3

CONCENTRACION CONCENTRACION PORCENTAJE
ADICIONADA RECUPERADA EN PLASHMA RECOBRADO
(pug/ml) {g/ml)
1.2 1.16 96. 6666
1.08 80. 0000
1.04 86. 6666
1.186 96. 6666
X =1.11 X = 92.4999
D.E. = 0.06 D.E. = 4.9999
C.V. = 5.40% C.V. = 5. 40%
n =4 n =4

CONTRASTE DE

STUDENT
Ho = :‘Z
Ha = X
ttavlas
tcale =
tecale =

HIPOTESIS UTILIZANDO

= H
#pn
= to.g75,3

R -n

=1 3.1825

D.E./vn

=3.00004

Ya que tcale es menor gque ttablas,

es exacto para el recobro de ECBZ.
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- TABLA 3.18.

RECOBRO DE CBZ EMPLEANDO DICLOROMETANO:ETER
EN PROPORCION 1:3

CONCENTRACION CONCENTRACION PORCENTAJE
ADICIONADA RECUPERADA EN PLASMA RECOBRADO
(pg/ml} (ug/ml)
6.0 6.2810 104.6833
6.0330 100. 5500
6.2810 104.6823
6.4463 107.438B3
X = 66,2603 X = 104.34
D.E. = 0.1704 D.E. = 2.8401
C.V. = 2.72% C.v, = 2.72%
n =4 n = 4

CONTRASTE DE HIPOTESIS UTILIZANDO EL METODO ESTADISTICO "t" DE
STUDENT

Ho = X = u
# u

ttablas = t0.975,3 = + 3.1825

x|

Ha =

X - u

tcale =

D.E./Vi

tcalc = 3, 0553

Ya que tcalec e€s menor que ttablas, se concluye que el método

es exacto para el recobro de CBZ.
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TABLA 3.13.

RECOBRO DE ECBZ EMPLEANDO DICLOROMETANO:ETER
EN PROPORCION 3:1

CONCENTRACION CONCENTRACION PORCENTAJE
ADICIONADA RECUPERADA EN PLASMA RECOBRADO
(pg/ml) (pngs/ml)
1.2 0.88 73.3333
O.B88 73.3333
0.80 66. 6667
0.88B 73.3333
0.88 73.3333
X = 0.864 X = 71.99
D.E. = 00,0358 D.E. = 2.98141
C.V. = 4.14% C.V. = 4.14%
n=25 n=295

CONTRASTE DE HIPOTESIS UTILIZANDO

STUDENT
Ho = X = u
Ha = X F

ttablas = t0.975,4 = - 2.7764

X

- p

tecalc

D.E./V@i

tcale = -21.0002

EL METODO ESTADISTICO DE “t" DE

Yo que tcalc es moyor que ttablas, Sc concluye que el método

no es exacto para el recobro de ECBZ.
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TABLA 3.20.

RECOBRO DE CBZ EMPLEANDO DICLOROMETANO:ETER
EN PROPORCION 3:1

CONCENTRACION CONCENTRACION PORCENTAJE

ADICIONADA RECUPERADA EN PLASMA RECOBRADO
(pg/ml) (ug/ml)

6.0 6.1157 101.9283
6.1157 101, 9283
6.1157 101.9283
5.7851 96.4183

X = 6.00 X = 93.99

D.E. = 0.1611 D.E. = 2.8851

C.V. = 2.68% C.V. = 2.68%

n==5 n=25

CONTRASTE DE HIPOTESIS UTILIZANDO EL METODO ESTADISTICO "t" DE

STUDENT
Ho = X = 1}
Ha = X # M
ttablas = t0.975,4 = : 2.7764
X -
tcale =
D.E.//w

tcale = 0.0000B3

Ya que tcalc es menor que ttables, se concluye que el método

es exacto para el recobro de CBZ.
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3.3.5. RESULTADOS DE LA LINEALIDAD DEL PROCESO DE EXTRACCION

Como qued¢ demostrade, el proceso de extraccién es exacto
empleando dlclorometano:éter en proporeciédn 1:3. Por tal motivo se
procedié a8 reallzar 1los correspondlentes ensayos de linealldad,
traba jando cuatro curvas de calibracién en plasma conteniendo ambos

compuestos en las concentraclones que se Indican en la Tabla 3, 21.

TABLA 3.21.

CONCENTRACIONES DE CBZ Y ECBZ PARA LA
CURVA DE CALIBRACION EN PLASMA

PUNTO CONCENTRACION CONCENTRACION
No. DE ECBZ (pg/ml) DE CBZ (pg/ml)

1 0.3 | 1.0

2 0.6 2.0

3 0.9 4.0

4 1.2 6.0

5] 1.5 8.0

6 2.0 10.0
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Las muestras plasmaticas fueron sometidas al proceso general
de extraccién con diclorometano:éter 1:3 e inyectando al cromatégrafo

los extractos redisueltos en fase movil.
En las Tablas 3.22. Yy 3.23. se pueden consultar los

resultados correspondientes y las graficas obtenldas estan en Figuras
IIT.15. y II1. 16,

TABLA 3.22.

LINEALIDAD DEL PROCESO DE EXTRACCION PARA
ECBZ A PARTIR DE PLASMA

CONCENTRACION ALTURA PROMEDIO
ECBZ (ug/ml) DEL PICO (cm)
0.3 0.60
0.6 0.83
0.9 1.20
1.2 1.35
1.5 1.74
2.0 2.22
r 0. 996
m 0.95703
b 0. 28655

r = Coeficlente de correlacién

= Pendlente

b = Ordenada al orlgen
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TABLA

LINEALIDAD DEL PROCESO

3.23.

DE EXTRACCION PARA

CBZ A PARTIR DE PLASMA

CONCENTRACION ALTURA PROMEDIO
CBZ (ug/ml) DEL PICO (cm)
1.0 0.75
2.0 1.15
4.0 2.75
6.0 3.75
8.0 5.35

10.0 6. 96
r 0. 9897
m 0.68956
b -0.11107
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FIGURA I11.15. LINEALIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA CUANTIFICAR
CBZ EN MEZCLA A PARTIR DE PLASMA. RELACION CONCENTRACION vs AL TURA DEL
PICO.
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FIGURA 111.16. LINEALIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA CUANTIFICAR
ECBZ EN MEZCLA A PARTIR DE PLASMA. RELACION CONCENTRACION Vs ALTURA
DEL PICO.
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De la misma forma, se evaluo la validez del porcentaje de
recobro para cada compuesto con cada concentracién de la curva Yy se

encontré que el método fue exacto (p = 0.05). Como demostraclién de la

exactitud podra observarse la relaclén que exliste entre la

concentraclén adicionada y la recuperada (Figuras III1.17. y 111.18.).
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FIGURA 111.17. LINEALIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO- PARA CANTIDAD
ADICIONADA Vs CANTIDAD RECUPERADA EN PLASMA PARA LA CBZ.
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FIGURA 1I1.18. LINEALIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO- PARA CANTIDAD
ADICIONADA Vs CANTIDAD RECUPERADA EN PLASMA PARA EL ECBZ.
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CAPITULO 4

DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICO DE LA CBZ

Slgulendo la ley de Beer, se establecié que la CBZ slgue una
relacién lineal entre la concentracién y la absorbancia de 1la misma,
ya que los valores de 1l1los parametros de regresidén por minlmos

auadrados fueron de: r = 0.8999, m = 0.0448 y b = 0.002115.

Basédndose en el valor de la pendiente promedlio, se obtuvo
una absortividad molar de 10584.44 1t mol ‘cm™}, lo cual indica que la

senslibllldad del método es adecuada.

4.2. DESARROLLO ANALITICO CROMATOGRAFICO

4.2.1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PRELIMINARES

El aspecto fundamental de la elecclédn de un métedo por HPLC
para la determlnaclén de CBZ se basa en las caracteristicas
filsicoquimicas de ésta, que como ya se menclondé en el capitulo 2, se
comporta como un compuesto débilmente basico y es soluble en solventes
organicos, De aqui que debldoc a su baja polaridad, el tipo de
separaclén cromatograflica mas conveniente sea el de fase Ilnversa
(Willard, 1981). Se aplicd este tipo de cromatografia en base a que
los compuestos no polares Interactian selectivamente con 1la fase
liquida estaclionaria no polar y son retenidos mas fuertemente que los
compuestos polares. Para tal fln, se empledé¢ una columna Cis la cual
fue proteglida con una precolumna RP 18 con el fin de preservarlasa,

aumentar su vida medla Y al mismo tlempo incrementar la
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reproduclibilidad del sistema, debido a que remueve contamlnantes que
son la causa princlpal de 1a elevada calida de presién (Willard, 1981;

Waters Operatlon’'s Manual, 1986).

Como fase movil se empleé una mezcla de metancl:agua, con el
propésito de obtener un solvente de polarlidad diferente al de la
muestra y de fuerza de elusion Intermedia. El agua, que es un solvente
de elucidén mas débil, debe mezclarse con solventes orgdnicos de mayor

fuerza de elucldn como lo son el acetonltrilo y el metanol.

Para este traba jo en particular, s6lo se emplearon los

solventes metanol y agua deblido al costo tan elevado del acetonitrilo.

Posterliormente, se realizaron numerosos ensayos con
variaclién de la compesiclédn de la fase movil y de la longltud de onda
para su deteccldédn en el equipo HPLC tanto para la CBZ como para el
ECBZ en forma individual y en mezcla. Estos resultados mostrados en
las Tablas 3.4. a 3.6. y en sus respectlivos cromatogramas, indican que

la separacldn mas adecuada f{ue obtenida con el empleo de fase moévil

metanol:agua 55:45, a 215 nm.

La variacién de la velocldad de flujo, no mejord Ila
resolucidén de los plcos por lo que se trabajo mantenlendo el flujo deo

1 ml/min.

4.3. EVALUACION DE LA LINEALIDAD DEL METODO CROMATOGRAFICO

Bajo las condliciones flnales de trabajo estableclidas en la
Tabla 3.8. se estudi6 la relacién que existe entre las alturas del
plco cromatografico y &rea baljo la curva del mismo con la

concentracién de CBZ y ECBZ disueltos en metanol.
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En el estudlo cromatograflico se demostrdé que la relaclén que
presentan las alturas de plico y &rea bajo la curva con respecto a la
concentracién es lineal tanto para la CBZ y el ECBZ Indlvidualmente

como para la mezcla de ambos.

Los parémetros de llnealldad de ambos compuestos en mezcla

se pueden consultar en la Tabla 3.165.

4.4. PROCESG DE EXTRACCION DE CBZ Y SU METABOLITO A PARTIR DE PLASMA

4.4.1. ENSAYOS DE EXTRACCION

Se aplicaron diferentes sistemas de extraccién reportados en
la bibllografia. Como podrad observarse en la Figura 1]11.13., se
descarté el uso de diclorometano como unico componente del disclvente

de extraccién debido a que las muestras plasmaticas se emulsionaban en

su totalidad.

De 1la misma forma, el sistema diclorometanc:éter 1:1 no

ofrecia una separaclén adecuada.

Los cromatogramas obtenidos con el empleo de cloroformo

(Figura III1.14.) mostraron interferenclias. For lo tanto los sistemas

de extraccién que se efectuaron posteriormente se llevaron a cabo con

mezclas de diclorometano:éter 1:3 y 3:1.

4.4.2. RECOBRO DE EXTRACCION

El sistema de extraccléon de exactitud slgnificativa fue el

formado por diclorometano:éter 1:3, debido a que la estimacién de la

"t" de Student (p = 0.05) lndica que el método es exacto tanto para el

recobro de ECBZ (89.99%) y para la CBZ (104, 34%).
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4.4 3. LINEALIDAD DEL PROCESO DE EXTRACCION

Las muestras plasmAticas conteniendo ambos compuestos fueron
sometidas al proceso general de extreccidédn con diclorometano:éter 1:3
demostrando que el método es lineal en el intervalo.-de 1.0 a 10 ug/ml,

para la CBZ y de 0.3 a 2.0 ug/ml para el ECBZ.

No se presentaron Interferencias en los cromatogramas
obtenidos a los tiempos de retencién reglistrados, por 1o gue se
confirma que el método es selectlvo. Esto se deduce también de los
valores calculados de la Resolucién (R) para las diferentes muestras.
Como ya se mencloné anteriormente, se conslidera gque una buena
separaclién cromatografica corresponde a valores de 12.2 1.5. De la
misma manera, la capacidad de la columna y selectividad de la misma
fueron adecuadas, a pesar del disminuldo nimero de platos teérlicos que

fuercn calculados para la columna empleada en el presente traba jo.

Para demostrar la exactitud se evalué el porcentaje de
recobro para cada compuesto en cada concentracién de 1la curva,
observadndose la relaclén que existe entre la cantidad adiclonada y la
cantidad recuperada. El valor de los parametros estadistlcos cumple el

requisito de que r-2 0.98, m==1 y b=0 (CNQFB, sin afio).
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CAI’'ITULO 5

CONCLUSIONES

1.- La relaclén entre 1a absorbancla de la CBZ versus su

concentracidén en metanol fue lineal.

2.— La absortividad molar de la CBZ en metanol a 285 nm es de

10,584.44 1t mol lem .

- Se estableclieron las condlclones cromatograflcas de operaclén
velocidnd de flujo y longitud

analitlico adecuada tanto para

3.
en cuanto a composlcliédn de fase mévil,

de onda que permitleran una separocléon

el ECBZ como para la CBZ.

condlcliones cromatograflflcas fueron: emplco de

mévil metanol:agua en

q.— Tales

columna cromatografica fase Inversa, fase

relacién 55:45, velocldad de flujo de 1 ml/min y una longlitud de onda

de 215 nm.

5.- BajJo estas condiclones, los tlempos de retenclién fueron de

1.62 minutos pnra ¢l ECBZ y de 7.77 minutos para la CBZ.

ambos compuestos fue

6.- El comportamiento cromatograflflco de
del

lineal al relacionar la concentraciéon versus In nltura

cromatograma y/o area bajo la curva del mismo.

7.—- Para los ensayos de extraccidén de ECBZ y CBZ a partir de

plasma, se encontré que el slstema de solventes diclerometano: éter en

proporclén 1:3 di6 porcentajes de recuperaclén significativos.

Asimismo se establecld que exliste una relacién 1lineal entre

8. -
la altura del plco

CBZ y su metabollto, con

la concentraclén de
proceso de extracclédn al trabajar en el

cromatografico después del

rango dc concentraclones ternpéutllcas.
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9.- En cuanto a la exactitud de método cromatografico se encontré

que fue significativa.

10.~- Se propone el presente método de separacién cromatografica
para la determinacién plasmatica simultanea de carbamazeplna y su
principal metabolito en estudios e investigaclones biofarmacéutlicas Yy

farmacocinéticas previa valldacién del mismo.
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