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Determinacion experimental
de bromazepam en plasma de ratén
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Resumen

Fue desarrollado y validado un método analitico para la determinacién cuantitativa de
los niveles plasméticos de bromazepam (Bz), después de la administracién a ratones en
diferentes dosis y vehiculos: 1.V. en propilenglicol (PG), oral en mezcla PG:agua (50:50)
y en aceite de mafz, empleando HPLC con detector U.V (A = 254 nm). El proceso in-
cluy6 una sencilla y rapida extraccién usando acetato de etilo (pH 9).

El método analitico present6 un coeficiente de correlacién (r) de 0.9999, de acuerdo
con la curva de calibracién con adicién de bromazepam a la matriz y un limite de detec-

cién de 0.125 pg/mL. De esta forma la metodologia fue éptima para el desarrollo de la
investigacion.

Palabras clave: Bromazepam — Determinacién de benzodiacepinas — Cromatografia
Liquida de Alto Rendimiento.

Summary
Experimental determination of bromazepam
in mice plasma

An analytical method for quantitative determination of bromazepam level in plasma, was
performed and validated after administration of different doses in mice, using several
solvents and administration routes, that is, I.V. route, in propylene glycol (PG), and oral
route, in (50:50) PG:water mixture, and finally, in corn oil, employing HPLC with UV
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detector (A = 254 nm). The process includes simple and fast samples extraction using
ethyl acetate (pH 9). The analytical method presented a correlation coefficient (r) of
0.9999, showed by the calibration curve with addition of bromazepam to the matrix and

a detection limit of 0.125 pg/mL. Therefore, the methodology developed was optimum

for the research proposed.

Key words: Bromazepam — Benzodiazepines determination — High Performance Li-

quid Chromatography.

Introduccion

El bromazepam es un psicofarmaco del grupo
de las benzodiacepinas sintetizado en 1963,
usado preferencialmente como un ansiolitico y
empleado como preanestésico oral, sedante,
hipnético, relajante muscular y anticonvulsi-
vante, debido a su amplia actividad sobre el sis-
tema nervioso central. (SNC)(1).

De acuerdo con diferentes estudios revisa-
dos, las principales técnicas establecidas para la
determinacién de compuestaos benzodiacepi-
nicos son la deteccién ultravioleta y espectro-
metria de masas, cromatografia gas-liquido
(GLC) (2,3,4), cromatografia gaseosa (GC)
(6,7), cromatografia liquida de alto rendimien-
to (HPLC)(5) y cromatograffa en capa fina
(TLC)(6).

Materiales y Métodos

Animales

Ratones albinos Suizos machos de la colonia de
cria (AKRXWZW x CAF1) del Bioterio de
Experimentacién del Instituto de Ciéncias Bio-
médicas - Universidade de Sdo Paulo (ICB I -
USP), fueron provistos con edad de 4 semanas y
con peso entre 20 y 30 gramos.

Ellos fueron mantenidos bajo condiciones
constantes de temperatura (25 % 2°C) y ciclos
de iluminacién controlada dfa-noche (DN)
12:12 horas (luz entre 7 AM y 7 PM), con sumi-
nistro de agua y alimento sélido ad libitum.
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Reactivos, estandares
de referencia y soluciones

Para la administracién del bromazepam fueron
preparadas soluciones en PG de Merck y en
aceite de maiz, Milleto® de Ceval Alimentos y
agua MilliQ.

Los reactivos usados en el anilisis fueron
de grado analitico y cromatografico, comprados
a Merck (metanol, acetato de etilo) y de Synth
(Na,HPO,, KH,PO,).

El estindar de referencia de bromazepamy
el estdndar interno de clobazam (Cz) (P1.) usa-
dos, fueron obtenidos de Sintefina y Purifarma
respectivamente, los cuales fueron previamente
analizados en el laboratorio del CEDETEM/
ICB-USE bajo ordenes de trabajo de rutina
para la confirmacién de su calidad y pureza.

Equipos y sistema
cromatografico

Para el analisis de los niveles de bromazepam en
las muestras de plasma de ratén, fue empleado
un método de HPLC usando un cromatégrafo
liquido Shimadzu LC-10AD con injector
Rheodyne y detector UV-VIS modelo SPD 10A
y columna Phenomenex del tipo LUNA 5p C
18 250 x 4.60 mm id. y precolumna C18
compatible.

La fase mévil estuvo compuesta por buffer
fosfato M/15 (8) (dilucién buffer Sorensen 1:2
con agua MilliQ® y adicién de tetra-butil-amonio
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TBA 10p/10ml del buffer) y metanol (30:70,
v/v), bajo elusién isocrética con flujo de 1 ml/min.

Los picos de los productos eluidos por el
sistema cromatogréfico, después de un volu-
men de inyeccién de 20 pL, fueron monitoriza-
dos a una longitud de onda de 254 nm con el
sistema de adquisicién de datos del cromaté-
grafo Shimadzu Class-LC10, que desarrolla la
integracién de los picos suministrando las res-
pectivas dreas.

Meétodo analitico

Para determinar el limite de deteccién y la li-
nealidad ofrecida por la instrumentacién utili-
zada y la metodologia seguida en la
cuantificacién del analito, inicialmente fueron
preparadas soluciones stock de 1 mg/mL de
Bromazepam y Clobazam (PI.) en acetato de
etilo, a partir de la cuales se preparé las solucio-
nes calibradoras usando concentraciones de
bromazepam entre 0,05 y 5 {lg/mL, con con-
centracién de referencia del P1. de 4 (ig/mL, las
cuales permitieron trazar una curva de calibra-
ci6én sin interferencia de la matriz para la deter-
minacién de bromazepam (Figure 1).

RELACION Bz/Cz

Y=0,129+0,4452X
r=9964

0 1 2 3 4 5 6

CONCENTRATION DE BROMAZEPAM  (ug/mL)

Figura 1. Representacién de la linealidad de la respuesta del
cromatdgrafo liquido de alto desemperio bajo diferentes con-
centraciones de Bz (Relacién de dreas Bz/Cz vs Concentracién
de Bz).
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A partir de las mismas soluciones stock se
prepararon diluciones de 0,1, 1y 10 plg/mL de
bromazepam y de 10 pg/mL de clobazam, adi-

cionando a 100 UL de plasma volimenes ade-
cuados para la obtencién de concentraciones
finales de 0,125, 0,25, 0,5, 1 y 2 mg/mL,de
bromazepam y 4 pig/mL de PI. (Figure 2).
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Figura 2. Curva de calibracién del método (con adicién de Bza
la matriz) (Relacién de dreas Bz/Cz vs Concentracién de Bz).

Siguiendo algunas de las técnicas analiticas
descritas en los trabajos consultados (2,5,7), el
método elaborado y aplicado a las muestras de los
animales tratados con bromazepam, utiliz6 100
ML de plasma de las muestras colectadas, con adi-
cién de 20 pl de solucién de PI. (4 [Lg/ ensayo) se-
guido por 100 pl de solucién de Na,HPO, 0.1 M
(pH 9), mezclando en vortex durante 15 segundos
para homogenizar las muestras.

Determinacion de la concentracion
plamaética de bromazepam

Después de la adicién de 5 mL de acetato de
etilo, la extraccién fue completada con agita-
cién en vortex durante 30 segundos, seguido
por centrifugacién a 3000 rpm por 5 min., re-
cuperandose 4 mL de la fase organica la cual fue
transferida a tubos de vidro de 10 mL, limpios e
secos, donde los extractos orginicos fueron
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evaporados hasta sequedad a 25°Cy
bajo de

purificado.

b

corriente nitrégeno |

Posteriormente 20 pLL del resi-
duo seco obtenido y redisuelto en
0,5 mL de fase movil fueron inyecta-

dos en el cromatégrafo.

A. Pérfil cromatogréfico de la matriz (plasma).

R

Resultados

Curva de calibracion

La curva de calibracién sin interfe-
rencia de la matriz presenté un coe- i
ficiente de correlacién (r) igual a
0.9964, el cual es un adecuado re-

sultado de linealidad brindado por

la instrumentacién utilizada para la

B. Pérfil cromatogrifico de bromazepam y P1. en la matriz.
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tudio (Figura 1).
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Igl.lalmente de la curva obtenida Figura 3. Perfiles cromatograficos: Blanco de plasma y estindares de bromazepam y

con adicién del analito a la matriz,
permitié obtener un gréﬁco con coe-
ficiente de correlacién (r) de 0.9999 (Figura 2).

Las dos curvas anteriores fueron trazadas
mediante regresién lineal entre los intervalos de
concentracién de bromazepam, obtenidos para
los andlisis realizados por triplicado para cada
concentracion.

Limite de deteccion

A partir de los andlisis para la elaboracién de las
anteriores curvas se determiné que la concen-
tracién minima para la cual se consiguié una
adecuada distincién entre el pico de bromaze-
pam y el ruido de la linea base, fue de 0.125
pg/ml con un coeficiente de variacién de 0.032%
y una desviacién estandar de 0.0011.

Los tiempos de retencién para el bromaze-
pam y el PI. (clobazam) fueron 6.04 and 7.38
min. respectivamente. (Figura 3).
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patrén interno (PI.) en plasma,

Recuperacién y exactitud
del método

Siguiendo la metodologfa propuesta se obtuvo
una recuperacién media de 70,24 £ 2.5%
(X%D.S.), con una variacién de concentracio-
nes de Bz en plasma adicionado y obtenido de

acuerdo con la Tabla 1, porlo que la inexactitud
del método fue de 1,35%.

Analisis estadistico

Los datos de concentracién de bromazepam
fueron paramétricos en todos los casos, permi-
tiendo la realizacién de un anélisis de varianza
ANOVA, seguido del test “t” Student. Ademads
una regresion lineal, fue desarrollada por el mé-
todo de minimos cuadrados para graficar las
curvas de calibracién.
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Tabla 1. Porcentaje de recuperacién de bromazepam
adicionado al plasma de ratén.

Conc. de Bz Conc. de Bz \

adicionado obtenido % de
Hg/mL en plasma pg/mL recuperacion®
0,13 0,09 69,4+37
0,25 0,17 66,1 0,5
0,50 0,26 70,0 £ 0,4
1,00 0,71 70,8 £ 0,7
2,00 1,31 65,7+0,9

* Media + S.M.E. de 9 muestras.

Tabla 2. Pardmetros de validacién del método parala de-
terminacién de bromazepam en plasma de ratén.

Parametros Valor
Linealidad sistema 0,05-5 pmg/mL
Limite de deteccién del método 0,125 pmg/mL

Repetibilidad (C.V.)
Intradia (n=10)1: 0,65%
Reproducibilidad (C.V.)
Interdfas (n=6)2: P

2,16%

1. Ndmero de muestras analizadas el mismo dfa.
2. Nimero de datos de los anilisis realizados en 6 dfas dife-
rentes.

Discusion
En relacién a los métodos reportados en la lite-
ratura para la determinacién cuantitativa del
bromazepam en plasma (10,11), en el presente
estudio la metodologfa puede ser considerada
mds apropiada en términos de costo y tiempo
requerido para el andlisis. Considerdndose
igualmente fundamentales los pardmetros de
validacién del método analitico empleado, se
garantiz6 adecuada linealidad, recuperacién, li-
mite deteccién, precisién y exactitud. para el
cumplimiento de los objetivos.

Para evitar la contaminacién de las mues-
tras, con residuos de proteinas del plasma
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despues de la extraccién con 5 mL de acetato de
etilo, fueron tomados solamente 4 mL da fase
orgénica resultante. Asf fue posible descartar las
impurezas presentes en la linea de separacién
de las fases acuosa y orgdnica. El volumen fue
totalmente evaporado bajo atmésfera de nitré-
geno a 25°C, evitando la degradacién del bro-
mazepam y del P.I.

Para la realizacién de este trabajo tinicamente
se us6 100 UL de plasma y un tnico paso de puri-
ficacién con acetato de etilo. Esto represent6 una
ventaja con respecto a otros métodos analiticos
usados para la extraccién y determinacién de
compuestos benzodiacepinicos (4,5,7,9).

Otro aspecto importante es la rapidez del
proceso analitico, facilitando asf la preservacién
y estabilidad de las sustancias en los extractos,
ademds de requerir pequefos volimenes de
sangre para el anlisis.

Los tiempos de retencién hallados para la
determinacién del bromazepam y el PI., me-
diante el método cromatogrifico seguido
(HPLC), permitié éptima separacién, defini-
cién y cuantificacién.

Varios solventes como diclorometano, clo-
roformo, éter etilico y acetato de etilo fueron
evaluados, obteniéndose la mejor recuperacién
con acetato de etilo. Este facilité la obtencién
de mejores resultados que otros solventes (éter,
cloroformo), los cuales debido a su alta volatili-
dad dificultaron la extraccién, induciendo me-
nor error en los resultados. El diclorometano
fue descartado por su baja capacidad de recupe-
racién (por debajo de 50%).

El comportamiento lineal presentado por
el proceso analitico en la determinacién del
bromazepam usando HPLC, fue probado por
el correspondiente coeficiente de correlacién
de la respectiva cueva de calibracién
(r=0,9964 para el instrumento y r=0,9999
para el Bz con adici6n de la matriz).
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El limite de deteccién para la metodologia
fue de 1,25 pg/mL, presentando un coeficiente
de variacién intradia de 0,65% e interdfas de
2,16%, manifestando un adecuada precisién.
De igual forma la inexactitud del método fue
baja (1,35%), lo cual asegura la conservacién de
las  condiciones cromatogrificas de la
investigacion.

Conclusiones

En el presente estudio la metodologfa propues-
ta puede ser considerada mds apropiada en tér-
minos de costo y tiempo requerido en el analisis
que las planteadas en la bibliograffa consultada.
También fueron fundamentales los pardmetros
del método analitico empleado, asegurando
adecuada linealidad, recuperacién, limite de
deteccién, precisién y exactitud en los objetivos
de la investigacién.
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