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iog paiszs del Tercor suado, tan fusritemenive aifecvados por las
Ltarias, pone ea evidegcis 12 necesidad de

PO i - I'd > K .‘f a P
contar con ua método apropiado de andlisis guimico-~clinico,

para el Hetronidzzol y sus mesabolitos.

Un buen m8todo de andlisis permitird un mayor coanocimiento
del graGo de aprovechamiento del fdrmaco por parte del indi-

uo ¥, en consecusncia, e lz adscnacidn de su posologia.

[l
¢}

d
Bsta informacidn podri incidir tauwidén en la aclaracidn

mecanisgno de acecidén del Metronidaszol,

¥

08 descritos en este trabajo tuvieron por

objeto =21 desarrollo de un méitodo de andlisis mds sencillo
v més coanfiable que los méuodos reportados, Se exploraron dos

posibilidades: la separacidn croaatogréfica y el andlisis es-
pectrofotomdtrico por formacidn de comple] ccloreados,
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Corresspond: gulimicamapnte al i~etanoi-Z-metili-~S5-nitro~imidazol,
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Pa2so molecular : 17L.1%
Punto de fusidn : 1509 g,

Solubilidad a 202C, en H,0
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ml,
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dter : 05g/100 m1,
gloroformo : 0.05g/100 ml,
iimetilformamida : poco soluble,
dcidos dilufdos : soluble,
»H solucidn acuosa saturada : 5.8

e
i

Se na =ncontrado gue el Mesronidazol $iene potentes propieda~

les como %rigomonicida, lamblicida ¥y amedicida,

Sa trata de un Fdrmaco reciente, &g gran valor clinico por
su alta eaciividad tevapfusiea, baja toxicidad, y aparsnie baja

v2locidad de desarrnllo de registencia por parie de los nroholles,

Su mecanismo de accidn =s todavia desconoeido L2),
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Histolysica {tanto en su etapa vegetativa como gquistica); con la
gran ventaja sobre oiros sistemas amabicidas {2) {(nirlidazel, sme-

tina v dshidroemstina) de no ser cardiotdxico,

La droga se suministra oralmente y/o %dpicamente. Usada oral-
mente, es- excretada por la orina como Metronidazol sin cambio y

varios o%ros productos de oxidaecidn. {(3).

La Industria Farmacdutica en MExico, a través de difersntes
Laborasorios, expende el Metromidazol bajo diversos nemires co-
4) 3 "FlLagyl", hecho en Héxico por Rhodia lexicana SA.

té¢ Parisienne D'Zxpansion Chimigue -

s

segin férmula de la Soci
Specia; "Flagenase', "Flagenase 400", por Laboratorios Liomont,

<<

S.A. 3 "Iricounima®™, vor Incusiria Medicinal Amzricana, S.,A.; ebtc,
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a Fig., 1 permite apreciar la estructura del ieironidazol :

Un anillo imidazol, con un grupo alcohol (e%tanol) en el ¥ 1 ,

$

2

un grupo alguilo {metilo) en el C 2 y un grupo nitro en el C 5 ,

Tal esiruciura, s encuenira avalada por 1o0s datos Haspectros-

gdpicos de Ianfrarrojo v de Resonaancla Magnética MNuclear nublieca-

E3

dos #n "Phe Sadtler Standard Specira" (5) ; Tambidn obtenidos

v

DOT nO8VLros para la realiszacidn del pressnte trabajo ¥y gue en

-

todo cerresponden con los de la referencia (5) .
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En el esplerre de MY N2 obitanido en un apsraio Yarlian -
B4 360 de 60 Hz,, 83 observa 10 siguiente:
a) Un singulete centrado en 2,49 pom. gue integra para 3 H,
b) Un tripiets cenirado en 3.73 »pm coa una J=5 Hz.,, que
integra pars 2 H.
¢) Un trivlete centrado en 4.4 ppm. con una J=5 Hz,, que
integra para 2 H,
d) Un singulete del OH centrado en 4,93 pom. que injtegra
para ua proién ¥ que desaparece con DQOF
v €) Un singuiete centrado en 2.02 pom.,qgue integra un droién,.

[ ]

Cabs nacer notar, gue debids al bajo poder de rasolucida

-5 -

izmadso, 1o 23trucitura fina d2 las DHandas deg-

eriormenste, no pusdaen anreciarse con claridad,
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ULTRAVIOLETA,

En el esgpeetro UV, N¢ 1

Ulsravioleta - Visible

A mdx, = 320 nm., v un

Con 21 propdsisto 4

ahgoreidn deol

&

. e 2 oy £ 3
axpresa Sambidén L méx, en te

1
M0 % méxX., , Por cuanvo no se

del Comouesto A.
3

'{%b
k4

@
max,

rerkin-Elmer 202 ,

ho > 9080

Herronidazol con

= 53,05

obvenido en un AEspectrofosdmetro
&3 observa un

w1 -1
1 mol Gl e

poder haesr un andlisis comparztivo de

ol
S

Compuesto A sintetizado, se

rminos de mg/ml. designdndolo co-

dispone alin del peso molecular

Lk
ml mg

TABRLA 1 *
N = 27
Solvente | A méx C Z mix. & nix,
’ - ab‘i ml ml s ,‘\
{nm, ) {3) {Imol Tem ) (mimg Tom ]}

Metronidazol |

Lo
N
)

9030

* gdatos obienidos empleando u

na celide de 1T =1

(4311399
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£l anfliisis tedrico de la estruciura de la RPig. 2 , permite
aprecliar en la molgcula de Metronidazol una elevada capacidad
wotencial de actuar ecomo ligando en la Formacidn de compuestos
de coordinacidn, debido a la existencia de pares de electrones
Libres en los N 1 y¥ 3 del anillio imidazol, en los O del grupo
nitro, en el O del grupo OH del alcoknol y a “ravés ds 1la nube

del anillo,

adembs, dada la flexibilidad ¥ lidbre rotacidn existente en

el gruvo eitilo, cabe tambidn la posibilidad de que 81 Hestroni-

dazol pusda actuaxr como ligando bhidenvado, en dos Formas dife~
69\ R
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O%ros auwhores reporian métodos de andlisis del Metroni -

dazol vor poiarograifa (12) ¥ esp@c+“ofouomez rla (137

3 - ) : - - Al -
De so0dos los métodos reporsados, el cromatograilco parece

ser el nas confiable y reproducidble. Ea particular i mévodo

polarogriiico parece ser poco preciso, ademés

aborioeo, asi como lo demuesira

el esquema anierior,

Usros méiodos ravortados para compuestos semejantes (8),
mostraron Lener el mismo incounveniense de una prenaracion
previa muy larga de la muesira por analizar,

Yor eshas razones, v dadas las proniedades rfsicas del L]

tronidszol sefialadas en la introduccidn, se ha pensado en la

cromasografia 1S, v/ LL. de alta valocidad, gue coanstitui-
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Cuando oL metronidaznl se2 uwililza como magieamenito, se la

. . ; G e R JE T = 3 P o 2 ES
E&%d% EnoonRLar Como Tal 0 20 .DArTe Transiornaco guimiCatsnte,

(se reportan 5 metabolitos (1)) en los fiufdos bioidgicos.

Su anflisis quimico, plantea entonces la necesidad de es-

2,1, Exiraceidn,

fnrla li%teratura s2 reporta un método de exiraccidn del Me-
tronidazol desde plasma sanguineo, en medio ftamponado a pH 6,
e ]

con cloroforno. Sin embargo, no se menciorna la naturaleza del

tampdn utilizaedo ni el rendimiento de la exihraccidn,

Se estudid la exiraceidn a2 pH & del iletronidazol en solu-

c18n acucsa 107 %M mediante cloroformo, con dos mezclas tampdn

a) tamodn dcido cisrico/citrato trisddieo PH 6,0
b) tampén H,PO, /HPO,” o5 6.0
1 =

traceidn ajustdndoss sxitrictamentz a las condiciones descritas

por No F, Wood {(40): 2 ml. de soiuecidn acuosa de Metronidazol

ne
amponados o DH 6 Fusren exirafdos con cloroformo (1x20,1x10 y
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de sodio anhiidro o HRoanialo @n ourm maoray ¥ 2vaporaus €L CLUXO-
A iy e, £ - PN KR K Z 4 L)

COTmS 20 Ul Fonavanor, LI 2% 0L B¢ CAMSIIrI0 84 Iesijuo a

En ambos casos, Las medicionss se efseiuaron en un Hspse~
trofotdmet»o Ulsraviolsta~Yisiblie Perkin~Elmer 202 trazando
Los especiros corrgspondientes, tanto para 1as sovluclones eta-

nélicas como para las soluciones acuosas gue contiener Metro-

nidazol remanente de la extraccidn.

TLas bandas de absorcidn observadas en el espsciro UV, Ne2.1
nara el caso de la solucidn tamponada con cfirico/citrato,
probablemente debidas a esie &cido, determinaron el uso del

tampdn fosfato, espectro UV, N22,2,

Los ¢atos de absorbancia obienidos a »A =320 am., (£ Metro-

nidazol=9080) de los espectros UV. Nos., 2,1 v 2,2 correspon-

W

disnles, determinaron un rendimiento de extraccidn bajo, 289%

para las condiciones descritas en que se practicd.
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Se desceribe una wteenlca G2 sSeparacidn Ge cro-

Jando c¢on una nezclia solvente compuesia por ¢loroiormo—-acs-

"

“mpleando poriaobietos cubiertos con silica Gel EZS&Q
probamos la misma megcla solwente (gqus designamos como me

ela 1) para 2l case dgl Metronidazol, ob% endo para la 20~

na detectada con Lémpara UV, de onda corta un valor de Rf=0.47.

in 1as mismas condiciones de irabajo, se probaron diversos

solventes vy mezclias de solvenies,

A continuacidn, se indica en un cuadre resumen la composi-

~J

cidn de las diversas mezeclas uvilizadas ¥:los resultados obie-

.o

11490

h

- *
para el

0
P

z:f

idazol, expresados 2n valores de R

2

w

L]
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— 88]
(O S)

acetato de etilo 3 0.12

™))

dc. acéiice glacial

etanal 4 160 0. 44

i metanol . 5 100 0.57
ehancl 50 ,
5 nC se detectdizona,

Ul
O

dc. acdtieon glacial

metanol 50
7 no se deitecté zona.
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concantracidn consisslieron, en Todos e85 casss; & hac st 02ag
3 ki e 4 % 2
4 -4 2o, 3 et B Sy o : r % 2%
sionar 21 Hebronidazsl con un 2%0280 G GARGLON F A L3 JAVarsa,
3 - Lo A b s G 3 e N Na Ty ey ey ey Pt P Y e o
el oatidn copn un 2xesso de Mehronidazol, R oamoal CLTCUNSH AN

Log espectros U¥, vy TIS. d2 108 acuocompleios de sstos Lo~

dlicos no =2 %ragaron en vodos los cases, debido a que

3‘3\,
%—«h

nes masg
las bandas de absoreidn corresvpondientes estiun repertadas en

ia literasura (7).

3.2s2els Reaccidn con Cuz”g

Se trazmaron los espectros TV, N2 3.% y VIS, N¢ 3.1,

rara la reaccidn del cstién con exceso de Metroanidazol se
trazd el eapectro UY,N2 3.4 7 el YIS, N2 3,2,
N

Para la reaccidn del Meutronidazol con exceso de 0u2§ s2 tra

La comparacidn de los dliimos cuatro espeetros con 2l es -

peevro U¥e N2 1y TIS.H2 L d=l He

”D

bronidazol, no mu2WTra can

N

hiog substanciales en las bandas de ahsoraeidn,

w

-

Los espectros anteriores fusron obienidos alirededor de tres hg

ras de efesctnadas leas reaccliones corrasnondisntes,
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s . . g e e 3 vir el e 2l W Y ey wr T 3 e
laceg, par elecirdonico 2o enlazanie del Wes( hidroxiiico, ¢o -

3

rregsponda 3 una longisud ds 1,15 A, Siendo esta distancia, la

eguivalilente al radio idnico del »b aproximadamenta, se reali

5

£ ¢ = s o NQ% . 2 s
28 la resaceidn snire Metronidazol ¥y b en madio alcalino tam

vonado f‘H;?/ Mg , oH 10), con la intencidn de Fforzar la sa -
1ida del proidn hidroxﬁliéoa La reaccidn se hizo g Hemperaiu~
ro ambisnte y a 80vl,., Los espeetros UV, correspondientes fi-
uran con los No® 3,11 ¥ 3,22 los gue muesitran un muy Ligero

desplazamiento batocrdmico,

”

Adem&s se ftoml el especiro UV. N2 3,13 que corresponds al
hidroxocomplejo de plomo utilizando el fampon { NH,, / Nﬁ%)
ﬁ-g P

3

cono ralesrencia,

. 2 e
2.2, 4, Reaceidn con Fe®

I

rara la reaccidn del caitidn con sxeeso de Metronidazol se

£2 4 o b - - 2
Erazo el especiro UV, v 3,14,

=

5
o]
&
@

Para la reacceidn del Metronidazol con exesso de

o

e 5 s - 777 7 LU I
brasd el sspeciro UV, H? 3,15,
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color amariilo ea la soiucidn, Dpor Lo sual s2 resolvid amvliar

el estudio de esita reaccidn. AL mismo Siem:
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continuar profundizando ea las reaceiones »nreviamente descrl -

tas,

47]

estudio de la reaccidn

ot

Se destinae el capiiulo IV para 2

del Matronidazol con el ¥Fe” ,
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LES ABURGL0 42 .2 N2acCCion €4 Iuncioiyn 4. Liemnpo e Raaceion,

Bajo las mismas coadiclones de concentracidn se siguil as =~

v

nectrofotomdtricamente el curso de 1a reacecidn despuds de 3, 24

- 2 ’. . R
v 48 noras de reaccidne.

En cada caso se tragzaron los espectros UV, ¥y VIS., tanto pa

‘con exceso de Meironidazol, como para la

e
reaccldn de Metroanidazol con execeso de 393,

"

Eyr PR

ra la reaccidn de Fe

Los espectros correspondienies se signan con los ndmeros:
. , ¢ ' .
Reacclon Tiempo de ‘ Espectro N2
resceidn Uv. ; VIS,
_Fe” con exes
- 3 ars, 4,1 AL
s0 de Mesroni e A
== 24 nrs, £a2 4.2
dazol 2 Lempe
- 43 nrs, 4o " 4o3
ratura ambien
T2
Hetronidazol
3 nhrs, 4.4 bod
con exess0 de
_ 3e 24 brs, 405 45
Pa” a tempera
) L 43 brs 4,6 4o5
TUXg amoiente
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In los especiros VIS, de ambos productos se pusde goastatar

2%l aumento gradual de la intensidad de la coloracidn amarilla

con 2l siempo de reaccidn, odservado a simple visia en laz s

fo

reaceidn a e

W
)
o

Bstoa resulitados condujeron al esiudio 4

i=

peratura mis slevada,

4,2, Bshudio de la Reacclon 2n funcidn de la Temperatura,

En las mismas condiciones de concentracidn y tiempo de rsac
cidn que en el punio 4,1, se praesicd ia reacciln en

rTfa a 80¢¢, durante 30 minutos,

Al cabo d2 solo % minutos la solucidn havfa adquirido un in

Sanso color amarillo,
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Ta intensificacidn de la coloracidn swarillas de 1la solu~

cién se registra sn la

- pmy e ¢ § pe - -1
punvo 4,1, nermanscl

pa
<
w
Py
D
imﬂ

U'«
i.x}
Bt
S
n
3

comparacidn de estos espectros VIS. con

s

es8pectro

endo sin mo@ificacidn el T

cosseriores demosiraron que en vafo marfa a tempe -

r ra ae ynnl1ldied Sn G e o - a2A IS I o a e ey
atuy af @sulliiclion la reacecliow pusds considerarse ceomo Lar -

minada despuds de 90 min

4o Sintesis, kurificacidn y Bsiudio del Comdouesio A .
w 3 + 2 s ST 1 : M
e - C H HuOnp e (Compuessto A

color amar

Los resultados obtenidos en los punitos 4.1 ¥ 4,2 incitaron

s o 1D
<l - e 3 3 o ™
8 Lratar de siglar el

COmPULITO Al

compussto ama:s
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En un masraz se hisisron éac¢1@ﬂar ammo«es&?e ‘con un 100%
de exceso da Meiroanlidazol a la iemoerabtura de2 ebullieidn del

baflo maria, durante 90 minutos,

g

La solueidn resulsanite, de intenso color amarillo ca

)“‘.«
&
%

[4)]
(0]

redajo a la mitad de su volumen en un rotavapor a unaes 6020,

Bl exceso de Heitronidazol Iue senarado por repeitldas ex -

traceiones con cloroformo de la golucidn acuosa concentrada
nasta desaparicidn de la mancha de lMetronidazol en cromato -

graffa de placa, revelada con 1impara de U7V,

BN

Desde la solucidn acuosa

se extrajo un sdlido oolor cafd
por medic de lenta evanoracidn en rotvavapor al haflo marfs,al

guesmanituvo en desecadora con eloruro de caleio ¥ al wacio.
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5.&, .
Prueba d2 contenido de e’ , Reaccifn con 30¥
P 3 T .. . Ty e A o . a ; - s 7
La adlicidn de 3CY una 89luclon acucsa del comuisjo { com
- v
o k! - P - - R ey - 3 =3
puesto A ) produce un resuliado negativo para la przassaneilas de
. j — = .2 - — “‘i LA e .. ~ .4 _ s
e o La adicidn ex proifsso de P27 10 Moy Dparmite aprsciar
. . . IS ¢
L a coloracidn roja del complejo ¥FeSON™.
- s 7 -
Observamos que 1a adleidn
-2
1la solucldn

soluecién de
zmbhiente

<

Metronidazol 10

A2
produce a

[
2%

o FaSCH
idn y avarieid

amarilla. 3L camdio d=2

nayor

Temparaiara
Semperatura,.

tina ds

con =

&5

W oo GTQU

-Aa

noy o i |
pangar gue 2l
- i

2
goloracidn
mayor

rapidez a

compuesto

A pused:

w
1)
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Bn la airva dz2l oespectro TV, No. 4.8, obuzaida en un Bgpec
t e AT

srofotdmetro Ultrarvioleta=-¥isible Perkin-Bimsr 202, se puede
apreciar un A méx.=317 nm, (descartando la regida de baja A
or no navsrse »odido Iravajar en atmdsfera inerse) vy ua

@ T U A §
&, mix, = 15,07 mimg ~em ~o en agua,

Comparado con el Espsetro UV, N9l del HMetronidazol en agua,
gue muesira un A mix.=%20 nm, ¥y una §$m§x¢: 53,05 mlmg“iomjz
calculada, y con el de Ferrse cuede apreciar gue Dara-zli. Jom-
Duedato A se na producido un iig desplaszaniento de bhanda hip-

d

el orden del 70%, como

#$

Tabla Comparasiva 4.2

. ; . s ; ks ’ - ok
Ssivenze;;amaxexnm@), C, (mg/ml)} & mix.{mimg om

-1,
Ji

k)

0,0224 ; 16,07

~1

Compuesio A 1,0 : 31

02,0171 53.05

=5
[
ot
H
o]
)
e
(o]
w
&
O
i
I
S
O
(SN
N
O

*¥dstos ohtenidos con una celda de 1= 1 om,

to A hay un factor gus =3td afectando a la demsidad eléesrdaica

% 3
o] = 5 -y 2 P P o 2 ; P - - ¥
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Para Fines del an2lisis d2l Metronidszol en Ffluidss bio-

. )

N o P “+ 7 e o - H - g . P
logicos, se dssarrolilaron exzevimenios en tree dirsceiones di-

Sz pudo comprovar gue la extraccidn revoriada en la litera-

tura es si¥iciente, sin smbargo, sbélo Hisne un rendimiento de

2} Valoracidén especirofotométrica,

Se encontrd que 21 Hetronidazol reacciona con el Fe

s

dando un compussto ("A") para el cual se Tienen fuertes indi-

ces de gue se trata de un complejo. Las propiedades espectroscld-

Fa

bi

icas de este compuesto, permiten pensar en su utilizacidn pa~

-

spechrofotoméirica del !

3
o
<
Y
[
O
[}
85}
9
Faadl
Cy
i3
D

3) Andlisis cromatografico,

Se hicieron experimentos preliminares que incitan a peasar
aus el mé&todo de CLS de alta velocidad es aproplado para ana-
1izar Hetronidazol y sus metaboliitos

Estas tres direcciones de trabajo han sido expleradas,pe-

ro d=sde luego, no agotadas., Para completar sstos estudios

» > i
se proponen las siguisntes vias:
o~ N 2.
1) 2finacidn del méiodo ae exiraccidn.

i 3 ] , - s
método reportade pusde dar

283rL0 comprenar sl

un rendimiento dezl 100% o si es nscesario desarrollar un nuevo



v Bk e A J P W PR S 1
matodo para 2lcanzar 2ste reaulitado. En

an oy T B 7, . F O - N - - B -
guzdaria la posibiliard de comprobar la

2) Compuesto PAY,

Queda vor comprobar exactamenie la egitruciura del compues—

o "AY v egindiar la sible aplicacidén a la valoracidn espec-

e}

-

trofotomdtrica del Metronidazol en el ¥Fisible,

3) An3¥Iisis. cromatogrifico,
n una primera eiapa se deherfa estudiar la variacidn del
tiempo de redtencidn del Metronidazol, en funcidn de Gwesspari-

metros: presidn de entrada, naturaleza de La fase mévil... Da

"S
<t

én,que se pue-

e

estructura del Metronidazol permite pen: amb

ar

(u

de geparar por cromatografia ILL,(fase e

o

Saclionaria palaxr),

Zn segundo lugsr, cabria averiguar la duena separacidn

pico del Meitronidazol de osras sustancias sxiraidas del filufde

bioldgico,

o)

¥n fin, serfa necesario comprovar la reproducibilidad, ia

srecisidn y el dominio de aplicacidn del método de andlisis,

-
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