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ResumeN

En este articulo se presentan los resultados del desarrollo y estandarizacion de un
método para la determinacién de carbamazepina en plasma, farmaco ampliamente
utilizado como anticonvulsivante. El método consiste, basicamente, en la separacion
cromatogréfica por HPLC en fase inversa utilizando una columna C18 y una fase
movil formada por una mezcla de metanol-acetonitrilo-agua y deteccion a 213 nm.
Como estandar interno se utilizé lorazepam.

El método desarrollado presenta un intervalo lineal entre 125 nanogramos y 10 mi-
crogramos por mililitro, concentraciones adecuadas para la determinacién de carba-
mazepina en plasma de pacientes tratados con este farmaco. Igualmente demostro
ser preciso, exacto y selectivo frente a los principales metabolitos de la carbamaze-
pina y a los componentes endogenos del plasma.

Asi mismo, se estudié la estabilidad de la carbamazepina en la fase movil, requisito
para el almacenamiento de muestras y de estdndares.

La selectividad y especificidad del método se estudio frente a otros dos farmacos
utilizados para el tratamiento de la epilepsia, fenobarbital y difenilhidantoina.

El método se aplicd satisfactoriamente para la determinacién de carbamazepina
en muestras de plasma, y puede ser empleado para estudios farmacocinéticos, de
biodisponibilidad y de bioequivalencia del farmaco, objetivos del estudio. Sus resul-
tados también se pueden utilizar para establecer regimenes terapéuticos.

Palabras clave: Carbamazepina (CBZ), lorazepam (LRZ), extraccion en fase soli-
da, cromatograffa liquida, octadecilsilano, deteccion espectrofotométrica, arreglo de
diodos, validacién.
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SUMMARY

Development and validation of an analytical methodology for the
assay of carbamazepine in human plasma by solid phase extraction
and high performance liquid chromatography

This paper describes the analytical results during validation of a reverse high perfor-
mance liquid chromatography methodology for the assay of carbamazepine in hu-
man plasma, useful for their dosage in biodisponibility and bioequivalence studies.
The stationary bounded phase used was octadecylsilane and the mobile phase was
composed by a mixture of methanol-acetonitrile-water. The detection was perfor-
med by UV at 213 nm and lorazepam was utilized as internal standard. The method
show linearity between 125 ng and 10 mcg/mL, amounts useful for the assay of
carbamazepine in plasma.

Key words: Carbamazepine (CBZ), lorazepam (LRZ), solid phase extraction, high
performance liquid chromatography, octadecylsilane, UV detection, diode array de-
tector, validation.

INTRODUCCION

La carbamazepina es un agente efectivo para controlar la epilepsia y tratar la neu-
ralgia del trigémino (1), las enfermedades maniaco-depresivas y los pacientes
que presenten crisis convulsivas generalizadas tonico-clénicas (2). Dentro de los
varios metabolitos de la carbamazepina, el mas importante desde el punto de
vista tanto cualitativo como cuantitativo es el 10-11 epdxido de la carbamazepina,
anticonvulsivante tan activo como la carbamazepina y que al igual que ésta se liga
en alto porcentaje a las proteinas plasméticas (2). Debido a su extendido uso,
se debe disponer en lo posible de parédmetros farmacocinéticas adecuados para
establecer los diferentes regimenes terapéuticos, adecuados para el tratamiento
de las distintas patologfas.

La cromatografia liquida de alta eficiencia en fase inversa es, tal vez, la técnica
maés utilizada para la cuantificacion de carbamazepina en fluidos bioldgicos (3).
Saris y colaboradores (4) determinan CBZ y CBZ-diol en cabello por HPLC lue-
go de un proceso de hidrdlisis con NaOH y extraccion en fase solida. Mandrioli
y colaboradores (5), con una fase movil de acetonitrilo-metanol-buffer pH 1,9,
reportaron CBZ y cuatro de sus metabolitos utilizando cartuchos Oasis-HLB y una
columna C8 para la separacién cromatogréfica, y encontraron recuperaciones en-
tre 84,8 y 1039%. Este tipo de cartucho se utilizé también para determinar CBZ y
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otros frmacos en aguas residuales de hospitales por HPLC-MS (6). La deteccién
se realiza generalmente al UV (3,4) y por otros procedimientos como fluorescen-
cia inducida fotoquimicamente (7).

Igualmente se ha reportado la cromatografia en fase gaseosa para el andlisis de
CBZ y su metabolito 10-11 epdxido (8). Matthias y Wétzig (9) reportan el uso de
cromatografia micelar electrocinética para controlar la pureza de CBZ a pH 9,2
con bédrax y dodecilsulfato de sodio. Por otra parte, Raggi y colaboradores (10),
mediante esta Ultima técnica y empleo de un buffer de fosfatos pH 8 y metanol
95/5 separan, sobre capilares de silica, CBZ de cinco de sus metabolitos; encuen-
tran una concentracion de 0,12 mcg/mL como limite de deteccion.

Para la validacién se siguieron algunas de las pautas establecidas en la guia de la
FDA-ICH para determinar las metodologfas bioanaliticas (11).

PARTE EXPERIMENTAL

Equipos

Espectrofotometro Unicam UV-VIS 2, cromatografo Perkin Elmer con médulo para
cuatro solventes, detector espectrofotométrico Waters 420, integrador Perkin El-
mer LCI-100, bafio de ultrasonido Erma T460/H, columna LiChrospher Merck
RP 18 (125 x 4.6 mm, 5 um, potenciometro Methrom E-50, espectrofotdometro
UV/VIS Unicam UV2, bomba de vacio Millipore, equipo de filtracién Millipore
columna C18 Lachrom.

Reactivos y materiales

Carbamazepina (CBZ) USP, nitrazepam, flunitrazepam, diazepam, lorazepam
(LRZ), difenilhidantoina (DPH), fenobarbital (PNB), acetonitrilo HPLC, metanol
HPLC, agua HPLC, nitrégeno, metanol RA, cartuchos Sep-Pak C18 para extraccion
en fase solida, membranas Millipore 0.45 micrémetros HVLP, filtros para mues-
tras Miles de Millipore.

Optimizacion del sistema cromatogréfico

Como fases mdviles se estudiaron mezclas de acetonitrilo-agua, metanol-ace-
tonitrilo-agua y metanol-agua-trietilamina. Esta Ultima mezcla se trabajé a tres
valores diferentes de pH, 3.0, 5.0 y 7.0, empleando acido fosférico para ajustar
los valores de pH.

Igualmente se trabajaron dos temperaturas y diferentes flujos de fase mavil, siem-
pre con el propésito de mejorar la resolucion del sistema cromatogréfico.
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Como moléculas susceptibles de emplear como esténdar interno se estudiaron
el lorazepam (LRZ), el flunitrazepam y el diazepam. Luego de algunos ensayos
se selecciond el LRZ como esténdar interno. De acuerdo con los espectros de
absorcion obtenidos con CBZ y el LRZ, se establecié la longitud de onda para la
deteccién cromatogréfica (213 nm).

En el proceso de estandarizacion se realizaron modificaciones a la fase movil y
a la velocidad de flujo, utilizando como pardmetros de evaluacion el tiempo de
retencién y el factor de asimetria (Tabla 1), asi como la selectividad entre los dos
farmacos y con los componentes endogenos del plasma. Los parédmetros calcu-
lados se encuentran dentro de lo establecido (11, 12).

Como condiciones finales del sistema cromatogréfico se establecieron:

Columna: octadecilsilano (C18), 5 pym

Fase movil: metanol-acetonitrilo-agua (20:25:55)
Flujo: 1T mL/min

Temperatura: 30 °C

Deteccion: 213 nm

Tabla 1. Desarrollo y optimizacion de la fase movil.

Parametro Carbamazepina Lorazepam
. 43
Factor de capacidad - 9,4
Numero de platos 5870 3790
Asimetria (0,05%) 1,04 1,27
. . 1,49
Indice de selectividad I8
Resolucion 5,83
v 1,48% (5 mcg/mL)

Estabilidad

Igualmente se estudié la estabilidad de CBZ en la fase mévil, requisito para el
almacenamiento de muestras y de estdndares. Una solucion esténdar de CBZ de
concentracion 5 mcg/mL en la fase movil se guardo a -4 °C y se analizd cinco
veces durante seis dias, se observd un descenso significativo (prueba de t, a
= 0,05) en el contenido al sexto dia, indicando que los estdndares se pueden
conservar hasta por cinco dias a -4 °C. Tratdndose de muestras de plasma del
voluntario, éstas se almacenaron a -30 °C.
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Extraccion en fase solida

Para optimizar el proceso de extraccion en fase solida, se estudiaron soluciones
estandar de CBZ y de LRZ, alicuotas de las cuales se depositaron sobre cartuchos
de extraccion previamente activados, para proceder luego a un lavado del cartu-
cho seguido de la elusion y cuantificacion de las dos sustancias. El lavado quedd
determinado mediante la aplicacion sucesiva de 2 y 1 mL agua, 1 mL de metanol
al 20% y 100 ulL de metanol. Como solventes de elusion se ensayaron metanol
y metanol-etanol 70/30, obteniéndose con éste Ultimo las recuperaciones més
altas. Para el lavado se pasé sucesivamente de 1 a 0,5 mL de la mezcla de me-
tanol-etanol. El eluato se evapord bajo atmosfera de nitrégeno a 40 °C, luego de
lo cual se redisolvio el residuo en 0,5 mL de fase movil y se filtré por membrana
de 0,45 um antes de la inyeccién. El procedimiento utilizado para las muestras
fue similar.

RESuLTADOS Y DISCUSION

Selectividad

La selectividad del sistema cromatografico se verifico frente a la fase movil, a los
componentes del plasma (Figura 1) y frente al estandar interno, LRZ (Figura 2).
En la Figura 1, la flecha indica la posicion o tiempo de retencion de la CBZ.

CHANNEL A INJECT 28-87-99 19:43:58 STORED TO BIN # 2
e —
‘_

Figura 1. Cromatograma del plasma o blanco de la muestra.

Igualmente se observd la resolucion frente al fenobarbital y a la difenilhidantoina,
farmacos algunas veces asociados en la terapia con otros anticonvulsivantes y con
CBZ (Figura 3). Para el caso de la Figura 3, las concentraciones empleadas de
PNB, DPH, CBZ y LRZ fueron, respectivamente, 10, 10, 3 y 2 mcg/mL.
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Figura 2. Cromatograma obtenido con una mezcla de CBZ y LRZ.
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Figura 3. Cromatograma obtenido con una mezcla de PNB, DPH, CBZ y LRZ.

En la Figura 4 se presenta el cromatograma obtenido, en este caso emplean-
do un equipo con deteccion mediante arreglo de diodos, con una muestra de
plasma de un voluntario sano quien ingirié una dosis de CBZ, la cual se trato
como se indica més adelante. Las sefales entre 0 y 3,5 minutos corresponden
a los componentes enddgenos del plasma y metabolitos de CBZ. La pureza de
las sefales fue de 99,72% para CBZ y de 99,99% para LRZ, lo cual indica que
la metodologia es igualmente selectiva frente a los metabolitos de CBZ, siendo
el principal el CBZ10-11 epoxido. En la figura los tiempos de retencion fueron
de 3,97 y 5,36 minutos para CBZ y LRZ, respectivamente. De acuerdo con los
diferentes cromatogramas obtenidos con las muestras, los tiempos de retencion
relativos corresponden a 1y 1,45 minutos para CBZ y LOR. Se observan, ademas,
dos sefiales de baja intensidad, con tiempos de retencién relativo de 1,3 y 0,56
minutos. La primera también se observa en el blanco del plasma, mientras que
la segunda, que crece con el tiempo, podria corresponder al CBZ10-11 epdxido
(13). El método se considera selectivo.
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Figura 4. Cromatograma obtenido con una muestra de plasma adicionada de LRZ.

Linealidad

La curva de calibracién para la linealidad del sistema se elaboré con concentracio-
nes de CBZ entre 0,25 y 10 mcg/mL, cada una adicionada de LRZ en concentra-
cion 7,5 mcg/mL. La recta de regresion obtenida graficando la relacion de areas

AreaCBZ/AreaLRZ contra la concentracion de CBZ se presenta en la Figura 5.
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Figura 5. Curva de calibracion para la linealidad del sistema.

Para la curva de linealidad del método, a volimenes de 0,5 mL de plasma blanco
se agregaron 75 mcL de una solucién de LRZ 50 mcg/mL y volumenes diferentes
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de una solucién de CBZ 10 mcg/mL para obtener, luego de las etapas de lavado
y extraccion en fase sélida tal como se describié en el estudio de optimizacion,
concentraciones finales de CBZ entre 0,25 y 10 mcg/mL. La concentracion final
de LRZ fue de 7,5 mcg/mL. Estudios previos demostraron que al disolver el resi-
duo en metanol puro se obtenian los mismos resultados que al utilizar fase movil.
La gréfica para la linealidad del método se presenta en la Figura 6.

Relacion de dreas
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Figura 6. Curva de calibracion para la linealidad del método.

Las rectas se regresion y los test de Student para pendientes y para interceptos,
indicaron para el sistema y el método pendientes significativamente diferen-
tes de cero e interceptos no significativamente diferentes de cero. El origen de
la curva se encuentra dentro de los limites de confianza para los interceptos.
Mediante una prueba de F se encontré que las regresiones son significativas.
En la Tabla 2 se presentan los valores de pendientes e interceptos, asi como
los correspondientes valores de t y F experimentales y los limites superior e
inferior para ambos parédmetros. El mayor valor de pendiente para la linealidad
del método, se debe, como se menciono, a que el LRZ se recupera en mayor
proporcion respecto a la CBZ. Igualmente, y por los resultados anteriores, inte-
resaba trazar las rectas de regresion para el sistema y el método, teniendo en
cuenta las dreas absolutas de CBZ. Los valores hallados para los pardmetros de
regresion se presentan en la Tabla 3. En este caso, la pendiente de la recta para
el método es menor que la del sistema, e indicaria en principio una elusion de
CBZ aproximada de 90%.
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Tabla 2. Valores de t y limites para intercepto y pendiente, método del estandar interno.

, t exp’ Limite superior Limite inferior
Parametro - - - - - -
Sistema Método Sistema Método Sistema Método
Intercepto -0,699 2,433 0,0370 0,1532 -0,0247 -0,004
Pendiente 104,63 23,00 0,1601 0,188 0,1528 0,1502

]'t tab sistema: 2,447. t tab método: 2,571.

Tabla 3. Valores de t y limites para intercepto y pendiente, dreas absolutas.

, t exp! Limite superior Limite inferior
Parametro - . - . p .
Sistema Método Sistema Método Sistema Método
Intercepto 1,146 2,059 280182,99 1445710,0 -101452,05 | -159887,75
Pendiente 128,49 21,28 1941284,60 | 1788888,41 | 1868725,77 | 1403203,20

]t tab sistema: 2,447. t tab método: 2,571.

Las ecuaciones para las rectas de acuerdo con el ajuste por minimos cuadrados
obtenidas fueron:

Método estandar interno:
Sistema: Y = 0,15648 X - 0,0055, r> = 0,9995
Método: Y = 0,1691 X + 0,0745, r? = 0,9946

Areas absolutas:
Sisterna: Y = 1905005,19 X + 89365,47, 1> = 0,9998
Método: Y = 1596045,8 X + 642911,1, r> = 0,9927

Los valores de F experimentales en las dos rectas para cada una de las rectas
son menores a los de F de la tabla para los correspondientes grados de libertad
e indican que la regresion es significativa. Para el procedimiento del estandar in-
terno, los valores experimentales fueron 10946,64 y 439,46 para el sistema y el
método, respectivamente; valores superiores a 5,99 (gl=1/6) y 6,61 (gl=1/5),
valores de la tabla para el sistema y el método, respectivamente.

Limites de deteccién y cuantificacion

Teniendo en cuenta los bajos niveles de CBZ en plasma que se pueden en algtin
momento encontrar en plasma, se elabord una nueva curva de calibracién para
ocho niveles de concentracion de CBZ entre 2,5 y 500 ng/mL (sin adicion de
LRZ). La curva obtenida se presenta en la Figura 7. Las pruebas de t y de F indi-
can regresion significativa e intercepto no significativamente diferente de cero. El
limite de deteccién se puede establecer en 2,5 ng/mL y el de cuantificacién en
8,25 ng/mL.
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Figura 7. Curva de calibracidn del sistema a bajas concentraciones.
Precision

La precisién se evalud Unicamente como repetibilidad para la CBZ a una con-
centracion de 5 mcg/mL. Para seis determinaciones el coeficiente de variacion
obtenido fue de 1,48% vy el drea promedio 9508363,2 con limites superior e
inferior de 9656152,6 y 9360573,3, respectivamente.

Exactitud

Para establecer el porcentaje de recuperacién mediante el proceso de extraccion
en fase solida de acuerdo con el procedimiento establecido, se estudiaron con-
centraciones de CBZ de 2, 4, 6 y 8 mcg/mL, adicionadas cada una de LRZ en
concentracion 7,5 mcg/mL. Para evaluar la recuperacion, cada mezcla esténdar se
analizé antes y después de su paso por el cartucho de extraccion.

La relacién de éreas de las sustancias recuperadas, comparada con la relaciéon
obtenida a partir del andlisis de las mezclas estdndar, indica un porcentaje de
recuperacién promedio de 113.98% con una variacién de 1,84%. Este valor se
encuentra debido a la mayor recuperacién de la CBZ respecto del LRZ. Al tener
en cuenta los valores individuales de drea antes y después del proceso de ex-
traccion se encuentran recuperaciones de 88,25% y 78,89% para CBZ y LRZ,
respectivamente.
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Tabla 4. Valores de drea y valores de relacion de éreas antes y luego del proceso de extraccion.

Concentracion Areas mezcla estandar Areas recuperacion
meg/mL CBZ IRZ | Relacién | CBZ IRZ | Relacién
3876163 10680902
2 3923413 12718839 0,30847 0,35714
3938763 11186257
6566585 9348137
4 7661923 12386216 0,61858 0,69179
6417094 9419886
10030770 9603092
6 11612386 12492976 0,92951 1,04585
10055957 9603104
12674429 8846536
8 154453249 | 12520718 1,23421 1,42900
12731913 8933508

Un ensayo con plasma blanco adicionado de CBZ y LRZ para obtener concentra-
ciones tedricas finales de 4 y 7,5 mcg/mL respectivamente, condujo a un porcen-
taje de recuperacion de 112,3%.

Aplicacién

La metodologia validada para el andlisis de CBZ en muestras de plasma se aplico
para su determinacion en muestras provenientes de un voluntario sano, al cual
se le administrd en ayuno una dosis de CBZ, Tegretol® 200 mg. El voluntario fue
privado de comida rica en grasas, de la ingesta de café, té, bebidas colas, bebidas
alcohdlicas, medicamentos y del uso de cigarrillo durante los tres dias anteriores a
la administracion de la dosis, la cual se tomd con 250 mL de agua. Los resultados
indican que la metodologfa puede ser aplicada con tal propdsito. En las Figuras 8,
9y 10 se presentan los cromatogramas obtenidos luego del tratamiento y anélisis
seguin se especificd, de tres muestras de plasma correspondientes a tiempos de
muestreo de 0,5, 6 y 24 horas. En la Tabla 5 se reportan los valores de éarea y
su relacién de CBZ y LRZ para las doce muestras de plasma tomadas a tiempos
diferentes, asf como la concentracién de CBZ en cada muestra luego de interpolar
en la curva de calibracion del método.

Figura 8. Cromatograma de la muestra para tiempo de muestreo media hora.
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Figura 10. Cromatograma de la muestra para tiempo de muestreo veinticuatro horas.

Tabla 5. Tiempos de muestreo y concentraciones de CBZ en las muestras de plasma.

Muestra | Tiempo (horas) CBZ LRZ Relacion C (mcg/mL),,,
1 0,5 731917 9865923 0,07418 -0,002
2 1 1208531 8752511 0,138078 0,376
3 2 1385616 9641048 0,14372 0,409
1782540 7255452 0,24568

4 3 0,997
2656999 11049639 0,24046
2666457 9611126 0,27743

5 4 1195
2626786 9528120 0,27568

6 6 2604381 8786465 0,29641 1,312

7 8 3163217 9731936 0,32504 1,481
3176422 9801476 0,32504

8 10 1,463
3217492 10060298 0,31982

9 12 3219287 8910716 0,36128 1,696

10 27,65 3668691 8799236 0,41693 2,025
2390480 9388114 0,25463

11 83,15 1,009
2226925 9453439 0,23557

12 120 1470000 5677868 0,25890 0,269
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En las Figuras 11y 12 se presentan, respectivamente, las curvas de relaciones de
area y de concentracién en plasma en funcion del tiempo de toma de la dosis de
CBZ. Como se trabajé con un solo voluntario, de manera aproximada, se encuentra
unt__ de24horasyunC__de 2,1 mcg/mL. Las concentraciones plasmaticas son
con frecuencia méaximas a las 8-10 horas de la toma, aunque ellas pueden retrasar-
se hasta 24 horas (2); dato éste Ultimo en concordancia con lo encontrado en este
estudio. El reconocido efecto de primer paso que sufre la carbamazepina parece

ser el responsable del comportamiento de la gréfica entre las 8 y las 10 horas.

0,5

f T
i

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

t (horas)

Relacion de areas

Figura 11. Relacion de dreas en funcién del tiempo de muestreo.
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Figura 12. Concentraciones plasmaticas de CBZ en funcion del tiempo de muestreo.
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CONCLUSIONES

Se desarrollé y se validé una metodologfa analitica para la determinacion de car-
bamazepina en plasma por HLPC, método del estdndar interno, en fase inversa
utilizando una columna C18, una fase moévil compuesta por metanol-acetoni-
trilo-agua (20:25:55) a una temperatura de 30 °C vy flujo de 1 mL/min. Como
estandar interno se utilizd lorazepam. El proceso completo involucra un paso
previo de extraccion en fase solida con cartuchos C18 antes del anélisis cromato-
gréfico. La metodologfa validada es selectiva, precisa y lineal entre un intervalo de
concentraciones de 0,25y 10 mcg/mL. La metodologia es igualmente sencilla y
conveniente para la determinacion de niveles de carbamazepina en muestras de
plasma de pacientes sometidos a tratamiento con este anticonvulsivante, niveles
Utiles para establecer la terapia més adecuada. Se aclara que en el caso de una
terapia concomitante con difenilhidantoina, la resolucion entre ésta y la carbama-
zepina no es completa. La metodologia también puede ser utilizada en estudios
de biodisponibilidad y equivalencia.
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