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INTRODUCCION

Desde el descubrimiento del metronidazol como un e-
ficaz tricomonicida (1) y posteriormente como amebicida
tanto sistémico como de contacto, ha habido un marcado -
interés en desarrollar métodos para el andlisis de éste -
fédrmaco. Habiéndose elaborado métodos de diferentes ti—-—
pos: polarogréficos (2, 3, 5), colorimétricos (4, 5), es-
pectrofotométricos (5), microbioldgicos(6, 11) y de cro—-
matograffa gas-1liquido (5, 7, 8).

A¥n cusndo éstos métodos, principslmente el polarogrd-
fico, se han utilizado frecuentemente para la cuantifi-—-
cacién de metronidazol en flufdos bioldgicos, se ha ob--
servado que el método de cromatografia gas-liquido es -
uno de los mejores, debido principalmente a su confiabi-
lidad, a su alta sensibilidad y especificidad y a su rela-
tiva facilidad de operacidn.

Una amplia investigacidn bibliogrdfica (2, 9, 10),
demostrd el hecho de gue existen diferencias notables en
la respuesta clinica de imdividuos tratados con metroni—
dazol, lo cual hace necesaria una revisidn de la farmaco-
cinética, de la bioequivalencia del fdrmaco y por lo tan-
to de los métodos que existen para valorarlo en fluidos
bioldgicos.

El objetivo de este trabajo de tesis es implementar
un método para la medida de los niveles de metronidazol,
en plasma y otros flufdos bioldgicos, por cromatografia
gas-1iquido. Intentdndose, ademds, la diferenciacidén y
cuantificacidn de los metabolitos del metronidazole.



PARTE TEORICA

E1l metronidazol: 1-(2-hidroxietil)=2-metil-5-nitro-
imidazol 1 s
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es un eficiente tricomonigida, @iendo también muy usado
contra la emibiasis. De €ste Yltimo hecho, sin quitar -
importancia a la tricomoniasis, se desprende la enorme im-
portancia que representa, ya que la amibiasis es un pro-
blema sanitario diffcil de erradicar en nuestro pais, al-
canzgndo cifras apreciables de mortandad y una cifrs al-
tfsima de morbilidad (10).

En 1962 Cosar y col. (11), publicaron un artfculo en
donde comparan los métodos en que en ese tiempo se encon-
traban en uso para medir metronidazol en suero y en orina:

Un método bioldgico basado en la determinacién de 1la
actividad del metronidazol in vitwro en contra de Tricomonas
veginalis.

Un método polarogrdfico para medir la corriente de -
difusidn hacia el potencial de semicelda.

Un método colorimétrico, después de reducir, diazoar
y copular.

De su estudio coligieron que el método polarogrdfico
tenfa sobre el microbioldgico la ventaja de la rapidez y
simplicidad, pero la desventaja de que conduce a resulta-
dos aberrantes; en tanto que el método microbioldgico da-
ba la medida mds correcta de 1la actividad parasiticida.
En lo que gtafie al método colorimétrico, éste estudio sd-
lo le da un valor cualitotivo.
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Sin embargo, desde ese tiempo haste la fecha, se han
mejorado las técnicas y se hon desarrollado nuevos méto—-
dos. De esta manera es como De silva(1l) en 1970 (5), agre-
ga un paso de cromatografia en capa delgada, después de la
extraccién para su posterior andlisis por cualquiere de los
métodos establecidos, as{ como para su andlisis por otro -
método que presentan: cromatografia ges-liquido usando un
detector de captura de electrones.

Con éste paso, se logra mds especificidad en todos los
métodos; sin embargo, es dificultoso y consume un tiempo a-
preciable.

E1 porciento de recuperacién de los compuestos en el -
proceso de extraccién previo a la valoracidn variaba desde
el 60 hasta el 85% aproximadamente. Esto es importante pues
nos indica si la extraccidn utilizada es adecuada O no 10 es.
Este estudio de De Silva y col. , 1o estd orientado hacia --
una comparacidn de métodos sino a lograr una ampliacién de
le sensibilidad del anflisis de los compuestos en estudio.
tsf, el método colorimétrico lo emplean para detectar des-—
de 035 & 10 Mg/ml, polarogrdfico para detectar 0.2 hasta
0.3 Mg/ml y el de cromatografia gas-lfquido para detectar de
10 = 20 nanogramos/ml; de ésta manera el intervalo de sensi-
bilidad se smplia desde 0.0l hasta 10Mg/ml.

Ralph y Clarke (6) (1974), pera estudiar la farmacoci--
nética del metronidazol, utilizan un método microbioldégico
que emplea especies de clostridios. Tal método se diferencia
del utilizado por Cosar y col., en que utiliza como micro-
orgenigmo de prueba una pacteria anaerobia, en tanto que -
aquel emplea un protozoario: T. vaginalis.

Sin embargo, en 1975, Speck y col., (12), presentan -
hallazgos que sugieren que tal método microbioldgico podria
estar limitado en su utilidad. Estos hallazgps, en orina, -

(1): De 3ilva trabajé con compuestos nitroimidazdlicos y no
precisamente con metronidazol; de aqui que utilice un detec—
for de captura de electrones, ya que éstos compuestos dan més
respuesta o son mnds sensibles a éste tipo de detector por su

naturaleza quimica.
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hacen dudar del hecho de gue el metronidazol sea el compues=—
to activo, en virtud de que al realizar un andlisis cromato-
gréfico encontraron actividad anticlostridia no tnicamente
en el metronidazol inalterado, sino en otras diferentes sus-
tancias que se diferencfen en sus velocidades de migracidn.
Ademds, en éste estudio hacen notar que posiblemente los me-
tabolitos del metronidazol posean actividad antibacteriana,
pero quizds no tengan actividad antiprotozoica.
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Posibles metabolitos del metronidazol.

De lo expuesto, se puede concluir que éste método estd
limitado, pues no estd midiendo Ynicamente la actividad del
metronidazol.

Particularmente trataremos dos métodos que han sido pu-—
blicados recientemente por diferentes autores y de manera -~
independiente: uno publicado por Midha y col.,(7), otro por
Wood (8), ambos por cromatografia gas-lfguido. En orden cro-
noldgico el estudio de Nidha antecede al de Wood. Estos mé-
todos tienen en comin el tipo de detector gue utilizen y la
manera de tratar (aungue con diferentes reactivos) el com-
puesto a identificar y cuantificar: un deteetor de ioniza-
cidn de flama y la formacién de un derivado sililedo del
cozpuesto (metronidazol, metabolito, patrdn intermo.).

Difieren en la manera de extraer el metronidazol, en
el patrén interno y en la fase 1fquida usadc en la columna



cromatogrdfica.

De acuerdo con Wood, una ventaja que muestra su néto-
do sobre el de Kidha ¥y col., es que el patrén interno usa-
do por €1, es comercialmente obtenible, mientras que el u-
tilizado por Midha y col., no 10 ese

En embos métodos se obtiene un 100%4 de recuperacidn en
la extraccidén del metronidazol del plasma. Sin embargo Wood
no presenta los resultados de tal recuperacién de una mane-
ra clara, mientras que Midha y col. dan muchos datos que a-
yudan a conocer la manera en la cual obtienen dicho 100%
de recuperacidn. Esto es, hacen comparaciones entre dos -
conteniendo la misma cantidad conocida de metronidazol, u-
tilizando el mismo procedimiento de extraccidén y andlisisj
visto de €sta menera, 1o que ellos estdn midiendo es repro-
ducibilidad y no recuperacidén. Se 1llegd a esta conclusién
después de muchas pruebas hechas en este trabajo de tesis,
en las cuales no se logré un 1007 de recuperacidn.

Un inconveniente del método de Wood, es la gren canti-
dad de disolvente utilizado en la extraccidn y la necesided
de una alts pureza del mismo. El jnconveniente del método
de Midha y col. , es el hecho de utilizar dos disolventes
en la extraccién y una mezcla de fases 1{fquidas en la co=--—
lumna cromatogréfica.

Gomo puede observarse de dsta discusidén, el método més
prometedor en la actualided, pera el andlisis de metronida-
zol en fluidos bioldgicos es el de cromatografia de gases;
ya que es especifico, sensible y reproducible, ademds de -
gencillo y relativamente poco costoso.

Debido a ello se emprendid el presente trabajo, con Ob-—
jeto de poner a punto un nétodo con las variantes necesarias
pera ser utilizado en nuestro medio.



PARTE PRACTICA
l.~ Naterial

1.1 Reactivos

a) Para llevar a cabo los diferentes métodos se uti-
1izd metronidazol (I) de los Laboratorios Silanes corres=
pondiente al lote 51, el cual se purificé mediante recrig
talizaciones sucesivas de acetato de etilo hasta obtener

un punto de fusién de 159°-160°C.

b) E1 metabolito utilizado fué sintetizado en el De=-
partamento de Quimica Farmacedtica y Productos Naturales
de la Divieidn de Estudios Superiores de la Facultad de
Quimica de la U.N.AM. (ver férmula II)

¢) Cloroformo R.A. Merck y Técnica Quimica.

d) Aceteto de etilo R.A. Productos Quimicos Monterrey

e) Acido bdrico R.A, Baker.

f) Lentejas de NaOH. Baker.

g) Acido tricloroacético. R.A. Baker.

h) Metenol absoluto. R.A. Técnica Quimica.

i) Cluro de potasio. R.A. Baker.

j) Bicarbonato de sodio. R.A. Baker.

k) Carbonato de sodio. Re.A. Bakere.

1) Sulfcto de sodio anhidro. R.A. Téenica Quimica.

m) Bis-trimetilsililtrifluoroacetamida. Alirich Che=-

mical Company, Inc.

n) l-Tetradecanol. Aldrich Chemical Company, Ince.

o) Octadecanol.

p) Mentol.

q) Decanol.

r) E1 plesma fué obtenido de:

Servicio de Hematologia, Banco de Sangre, Servicio -
de Transfusiones, Colonia Romu, México, D.F.

El anticoagulante utilizado fué ACD (deido citrico--

dextrosa). Plasma de sangre tipo A Rh positivo.

- 6 -



1.2 Vidrio

e) Matraces volumétricos de 250 ml.

b) Matraces volumét.icos de 25 ml.

¢) Matraces volumétricos de 10 ml.

d) Tubos de enszye con tapén de rosce de capacided
de 50 ml.

e) Pipetas volumétricas de 1 ml.

f) Pipetas volumétricas de 5 ml.

g) Pipetas gradusdas de 10 ml.

h) Pipetas de 1 ml graduadas en décimas.

i) Pipetas de 1 ml graduadas en centésimas.

j) Vasos de precipitados de 50 ml.

k) Vasos de precipitados de 100 ml.

1) Prascos vizles de 5 ml con base cdnica.

m) Froscos viales de 5 ml.

n) Jering: de 100 microlitros. Hamilton.

1.3 Aparato

Las determinaciones se hicieron utilizando un cro-
matégrafo de gases Varian Aerogra h modelo 2100, equipa
do con un detector de ionizacidn de flama, una columns
de vidrio de 122 x 0.32 cm empacada con OV-17 al 3 % —
sobre cromosorb W doblada en forma de U.

1.4 Gases

Los tenques de gas fueron obtenidos de Infrz de M¢
xico. Se utilizd nitrdgeno como gas acerreador a un flu
jo de 25 ml/min.

Los gases parz el detector fueron aire e hidrdgeno,
cuyo flujo se 1llevé hasta lograr un mdximo de sensibili
dad en cada uno de los experimentos.

2 .~ Métodos

2.1 Determinzcidn de metronidazol libre.

a) Bisqueda del petrdn interno.

Se hicieron experimentos para determinar metroni-—
dazol libre, sin necesidad de la formecidén de derivados.
Para ello, se buscd un compuecto que sirviera COLO D
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trén intermo. Pe los compuestos que se encontrcban en -—
el laborztorio se probd Mentol, Decanol y Octadecanols
siendo éste dltimo el que mejores resultados ofrecid,
como puede observarse en el cromatograma de la figura
nUmero 1. Las caracteristicas que hacen adecuzdo a és
te compuesto son:

1) Tiempo de retencidn lo suficientemente diferen

te, cémo para no confundirlo con éste.

2) E1 detector es sensible z éste alcohol, dando
una respuesta aproximadamente 5 veces mds grande que -
para el metronidazol mismo.

Una de las principales desventajas del octadeca——
nol es que no se encuentra en una forma pura comercial
mente, sino que se encuentra formendo una mezclaj sien
do detectados pequefios picos en el cromatograma correg
. pondiente. Sin embargo, los picos son pequefios afin a -
la sensibilidad a que se opera el cromatégrafo, sdem’s

de que no int: rfieren con ninguna de las sefiales de
interds. De €sta manera fué que se selecciond el al-——
cohol octadecilico como patrdn interno.

b) Bisquedes de las condiciones de operacidn.

En é€sta bdsqueda se tomé en cuenta la informscidn
dada en la literatura (8). Es decir, se operd en un —-—
principio a 160°C, pero como los tiempos de retencidn
ersn grandes (8 y 10 minutos para el metronidezol y -
el patrdn interno, respectivemente), se opté por in--
crementar la temperztura de la columna a 190°C, d=ndo
como resultado el cromatograma de la figura 1, en el
cual los tiempos de retencién disminuyeron apreciable
mente. Asimismo la repidez de la carte se varid hasta
obtener la resolucidn dada en la figursa 1 (0.5 pulge-

dzs/minuto).

Al incrementar ls temperatura de la columna, -
como consecuencia debe aumentarse la temperatura del -
detector e inyector. Asi, de 210°C reportada en (8),
se incrementd a 240°C.

Con respecto a los gases, l=s condiciones son

las dadas en 1.4.

o
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En resumen, se obtuvieron lus siguientes condicio-

nes de operacidn: Temperztura de la columna:190°C
it del detector: 240°C

! " inyector: 240°C

Repidez de la carta: 0.5 pulgedas/minuto

¢) ILinearidad
Se elaboraron curvas de cazlibracidn mediante los si
guientes pasos:

1) Pesar 5 miligramos de metronidazol y diluir
hasta la marca en un matraz volumétrico de 100 ml, con --—
cloroformo. Esta es la solucidn A, con una concentracidén
de 50 microgramos/mililitro.

2) Se tome un mililitro de la solucidn A y se
coloca en un fresco vial de 5 mililitros, se evapora el
cloroformo y se agrega un mililitro de la solucidn del -
patrén interno. Corresponderd a la solucidn B, que contie
ne 50 microgremos/mililitro de metronidazol.

3) Se tomzn dos mililitros de la solucidn A, -
se colocan en un frasco vial de 5 mililitros, se evapora
el cloroformo, se le agrega un mililit$ro de la solucidn -
de patrdn interno y se tiene la solucidén C, con una con--—
centracién de 100 microgr:mos/mililitro de metronidazol.

4) Se toman tres mililitros de la solucidn A,
se colocan en vm frasco vial, se evapora el cloroformo,
se le agrega un mililitro de la solucidn de patrén in-—
terno y se tiene una solucidn D, que contiene 150 micro
gramos/mililitro de metronidazol.

5) Se tomen cuatro mililitros de la solucidn A
se colocan en un fresco vial de 5 mililitros, se evapo-
ra el cloroformo, se agrega un mililitro de la solucidn
de patrdn interno y se tiene la solucidn E, que contie-
ne 200 microzramos/mililitro de metronidazol.

6) Se tomen 5 mililitros de la solucidn A, se
colocan en un fragsco vial de 5 mililitros, se evapora -
el cloroformo, se agregae un mililitro de la solucidn de
ratrén interno y se tiene la solucidn T, gque contiene -

250 microgrzmos/mililitro de metronidazol.

-0 =



Para le preparzcidn de le solucidén de patrén inter
no, se pesan 10 miligremos de alcohol octadecflico y se
diluyen hasta la marca en un matraz aforado de 100 mili
litros, con cloroformo.

Una vez realizado lo anterior, se procedid a inyec
tar cada una de las muestras al crom:tégrafo, bajo las
condiciones descrites anteriormente. Se obtuvo la grd-
fica que se muestra en la figuras 2, con los datos que -
se muestran en la tabla 1.

Se elabord ademds una curva de cazlibracidén con un
intervalo de concentraciones desde 5 microgrsmos/mili-
litro hasta 200 microgrzmos/mililitro; para la elabora-
cién de dste curva se procedid de la monera siguientes:

1) Se hizo una solucién de metronidazol con
una concentracidn de 200 microgramos/mililitro, en clo-
roformo y se hicieron diluciones para la obtencidén de -

_soluciones de 150, 100, 50, 25, 10 y 5 microgramos/mili
litro.

2) Se coloca un mililitro de c=da una de las
soluciones en sendos frascos viales con capacidad de 5 -
mililitros con base c¢dénica. (Estos frascos se hicieron
fabricar en el taller de vidrio de la Facultad de Qui-

mica de la U.N.AJdM.).

3) Se evapora el cloroformo, ya sea mediante
un evaporador de nitrdgeno o mediznte el artefacto re-
presentado en la figura 3.

4) Se redisuelve con 0.1 mililitros de meta—-
nol y 0.1 mililitros de la solucidn de patrén interno.

Las muestras se inyecten al cromstégrafo, obtenién
dose los resultados irostrados en la grdfica de la figu-

ra 4, con los datos de la tabla 2.
Se observa que el coeficiente de correlacidn dismi-

nuye al ampliar el intervalo de concentraciones. De to=
do lo anterior se observe que existe linesridad en un =
intervalo amplio de concentraciones (de 5 a 200 micro=—
gramos/mililitro).

- 10 -



d) Biequeda del pH de mejor extraccidn.
Se prepararon soluciones reguladoras de pE 2, 6 ¥
7 para observaer el rendimiento de extraccidn, de la si-
guiente meneras
Solucidn reguladora de pH 2
Se colocen 62.5 mililitros de solucidn de cloruro -
de potasio 0.2 M en un matraz volumétrico de 250 ml, se
adicionan 16.25 mili itros de solucidn 0.2 N de dcido -
clorhfdrico y se lleva hasta la marcas con agua destilada.
Solucidén regulzdora de pH 6
Se colocan 62.5 ml de solucidn de fosfato monopotd—
cico 0.2 M en un matraz volumétrico de 250 ml, se =sgregan
7 ml de solucién de NaOH 0.2 I y se lleva hasta la marca
con agua destiladae.
Solucidn reguladora de pH 7
Se colocan 62.5 ml de solucidn de fosfato monopots—~
sico 0.2 ¥ en un matraz volumétrico de 250 ml, se agregan
36.37 ml de solucién de NaOH 0.2 M y se lleva husta la -
marca con agua destilada.
Se preparan ademds soluciones de metronidszzol a di-
ferentes concentraciones (10, 50 y 100 microgramos/ml),
con cada una de estzs solucion:s, de la siguiente mane-
ra:

i) Se pescn 10 mg de metronidazol y se diluye
hasta la marce en un matraz volumétrico de 100 ml con -
cada una de las soluciones reguladoras. Se tienen las -
soluciones C, con una concentracidn de 100 microgrzmos/
mililitro.

ii) Se tomen 5 ml de la solucidn C y se dilu-
yen hasta la marca en un matrez volumétrico de 10 ml, -
con solucidn de cada uno de los pH. Se tienen solucio-—-
nes B, que contienen 50 microgremos/ml.

iii) Se toma un mililitro de la solucidn C y
se diluye hasta la marcs en un matraz volumétrico de 10
mililitros con soluciones de cadz uno de los pH. Se tie
nen soluciones A, que contienen 10 microgramos/ml.

Lo extraccidn del metronidazol se lleva a cabo me-
diante el método que .e {escribird en lz siguiente sec-
e 4l e



cidn. La dnica modificacidn que tiene écte, es el pzso 1
ya que no se lleve & un pH 8, sino que directamente se -
extrae al pH de 1a solucidn correspondiente (2, 6 y 7).

En términos generales se logré observer que medi-
da que aumenta el pH, se incr-menta el rendimiento de la
extraccién. No se hicieron mfs experimentos acerca de s
te tdpico.debido a que en la literatura (Midha y col., ¥
de Silva y col.,) reportan esto mismo, es decir, que el
rendimiento de extraccidén aumenta al aumentar el pH.

e) Método

De todo lo antcriormente expuesto y tomando en cuen
ta la técnica d:scrita por Wood (8), se desprende el si-
guiente método para cusntificar metronidezol libre:

1) Tomer un mililitro de la solucidn de metro-
nidazol y llevarlza a pH 8.

2) Extraer con cloroformo. 1 x 20, 1 x 10 y —
1x 5.

3) Juntar las fases clorofdrmiczs y evaporar -
el cloroformo (usar rotavapor para mayor rapidez).

4) Pasar el metronidazol del matraz a un fras-—
co vial de base cdnica con capacidad de 5 ml, con dos ml
de metanol.

5) Evaporar el metanol (con evaporador de nitrd
geno o bien con el artefscto presentado en la figura 3).

6) Colocar en el frasco vial 0.1 ml de metanol
y 0.1 de patrén interno.

7) Se inyectan 21 cromatdgrefo 1.5-1.7 microli
tros de la muestra.

Las condiciones del cromatdgrafo son les descritas
en 2.1.b. la sensibilidad era de 10-11amperes/éegundo;
con atenuaciones electromét:icas variables ce acuerdo a
la concentracién de le muestre. Haciendo posteriormente
correcciones por atenuacidn.

Tinalmente, se observa gue al llevar a cabo las ex-
tracciones correspondientes a diferentes concentraciones
de metronidezol, la cantid=d minimz detecteble es del or
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den de 2.0 microgramos/ml., adends de precventarse el fend-
neno de "coleo" (ampliacidn en 12 base dz 1a sefial).

2.2 Deterwinacidn de mebtronidazol sililado (en volu=-
cidn reguladora):

a) Patrdn interno y condiciones de operacidn

Para esta determinacidn se utilizd el patrén interno
vy las condiciones reportadas por Wood (8):

Patrdn interno: tetradecanol

Temperatura de la coluuna : 1609¢
Temperatura del detector :: 210°¢
Temperatura del inyector : 210°C

La rapidez de la carta fué de 0.25 pulgadas/min.
Con respecto a los gases, las condiclones son las --
mismas contenidas en la seccidn 1.4.
b) ¥Método
Ya que en la literatura (8) se reporia un pH de traba-
jo de 8 unidades, encontrdndose ademds que a medidz de que
aumenta el pH aumenta el rendimiento de extraccidn ( has-
ta pH 9.0 después del cual el rendimiento decrece, de acuer-
do a lo reportado por Nidha y col., y De Silva y col., (7)
y (5) respectivamente), se adoptd este pH para la tdcnica
de extraccidn a realizar. Esta técnica resultd en los gi--
gulentes pasos:
1) Un mililitro de la solucién reguladora. Se lleva a
PH 8 8i no lo estd.
2) Se extrae el metronidazol con cloroformo: 1 x 20,
3L >4 ale) i Al b el
3) Se juntan los extractos clorofdrmicos y se les a—=
grega sulfeto de sodio anhidro para eliminar el agua.
4) Se decanta el cloroformo en un matraz pera, se adi-
cionan 0,1 ml de wia solucidn de tetradecanol que -
contiene 50 microgramos/ml en cloroformo y se eva-—
pora a sequedad (en rotavapor).
5) Se pasa el residuo del matraz a un frusco vial de
5 ml. con base cdénica utilizando para ello 0.5 ml,

de metanol absoluto.
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6) Sc evapora el metanol con evaporador de ni-
trégeno o mediante el artefacto mostrado en la figura 3.

7) Se zgregen 50 microlitros del bis-—trimetil-
sililtrifluoroacetemida (agente sililante) y ce tapa el
frasco con un tapén recubierto con tefldn.

8) Se mentiene la reaccidn a temperatura am——-—
biente y en la oscuridad por un minimo de cuatro horas.

9) Se inyecta un microlitro al cromatdgrefoe.

Las condiciones del cromatdgrafo son las descritas

en 2.2.a. la sensibilided en amperes/segundo se mantuvo
gl 10-1: varizndo las atenusciones electrométricas en ca
de una de las pruebas. Resultados de estas extracciones
se observan en la grffica de la figura 5, elaborads con
los datos de la tabla 3.

2.3 Determinacidén de metronidazol en plasma.

a) BuUsqueda del disolvente para la extraccidn del -
metronidazol.

Se probaron disolventes tales como acetato d: etilo,
una mezcla de cloruro de metileno-€ter etflico y cloroes
formo. Se observd gue al mezclar un mililitro de plusma
con los dos primeros disolventes, las proteinas se emul-
sificaban impidiendo de esta manera proseguir con el mé=
todo descrito en 2.2b, mientras que con cloroformo el —-—
problema que se presentaba era que las protefnas hacian
diffcil el extraer la fase cloroférmica, puesto que pre-
cipitan y permanecen en la capa superior. Es por lo ante
rior que se optd por desproteinizar las muestras plasmé-
ticas y seguir la técnice descrita en 2.2.b.

b) Desproteinizacidén de la muestra plesmdtica

Existen una gran varied:d de métodos para desprotei
nizar, tales como precipitacidn por adicidn de disolven=
tes miscibles, mediente precipitacidén dependiente de la
formacidén de sales insolubles, mediante precipitantes a-
nidnicos (£cido tricloroacético, dcido tiUngstico, dcido
perclérico, etc.), precipitantes catidnicos (zine, zinc
mds berio, cobre), ultrafiltracidn, etc. (12).
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De entre todos &stos métodos se selecciond el de pre
cipitantes anidnicos, por ser el mds comin en la rutina
de andlisis clfnicos. E1 precipitentc seleccionzdo Tué -
dcido tricloroacético por ser el m's fécil de conseguir -
en el lasboratorio rutin:crio.

Las técnicas normales de desproteinizacidén diluyen -
la muestra plasmdtica aproximed: mente de 1 2 10, lo cual
no conviene a nuecstros fines, pues disminuirfa la canti-
dad mfnima detectable. Se realizaron vorias pruebse con =
diferentes volumenes de dcddo tricloroacético al 5 % has—
ta que se 1llegd al volumen preciso pars precipitar todas
las protefncs plasmdticas en la muestra. Estc volumen re-—
sultd ser de un mililitro.

e) Extraccién del metronidazol

Al seguir la técnica descritz en 2.2.b. se tiene que
es necescrio llevar a pH 8 la muestra libre de protefnas.
Se decidié probar si era mejor con uma solucién regulzdore
de pH 8 o con una solucidén de KaOH.

Se probaron diferentes concentraciones de NaOH de tal
msnera que el volumen utilizado fuera mfinimo pzrz llevar
a pH 8 la muestra. De esta maneraz se llegd al volumen de
0.35 m1 de NaOH 0.4 M. Iz solucidn regulzdora utilizada
en este experimento fué de carbonatos, preparzda en la —
siguiente forma:

1) Pesar 28.62 gramos de carbonato de sodio y -
en un matraz volumétrico de 1 litro llevar hasta la merca
con agua destilada. Este solucidn tiene una concentrascidn
0.1 M.

2) Pesar 8.4 gramos de bicarbonato de sodio y
en un matraz volumétrico de 1 litro llevar hasta la marca
con agua destilada. Este solucidn t:mbién es 0.1 M.

Megeclar un volumen de carbonato de sodio O.1 M por 9
volumenes de bicarbonato de sodio 0.1 M.

Los resultzcdos de ecte experimento se reporten en la
tabla 4. En ella se puede observar que llevendo a pH 8 —-
con N=OH 0.4 M, se sumenta el rendimiento de extraccidn.
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d) Método
De los experimentos expuestos anteriormente se obtu
vo el eiguiente método de cuentificacidn:

1) Un mililitro de plesma conteniendo metronida
zol se desproteiniza con un mililitro de deido tricloro-
acético al 5 %.

2) 4 un mililitro del filtrado libre de protei
nas, se le agregan 0.35 ml de NaOH 0.4 M para tener un -
pH aproximado de 8.0.

3) Se extrse el metronidazol con cloroformo.
1TX 20,01 x 10 3 1. x 5,

4) Se juntan los extractos clorofdérmicos y se
les agrega sulfsto de sodio anhidro para eliminar el a-—
gua.

5) Se decanta el cloroformo en un matraz pera,
se adicionan 0.1 ml de una solucidn de tetradecznol que
contiene 50 microgremos/ml en cloroformo y se evapora ——
a sequedad en rotavapore.

6) Se pesa el residuo del matraz a un frasco =
vial con base cdénica, utilizando para ello 0.5 ml de me-
tanol absoluto.

7) Se evzpora el metanol (en un evz orador de
nitrdgeno o en el art-facto representado en la figura.'3).

8) Se agregan 50 microlitros del reactivo sili
lante, bis-trimetileililtrifluoroacetamida, se tapa el -
frasco con un tapdén recubierto con tefldn.

9) Se mantiene la reaccién a temperaturz am-—
biente y en la oscuridad por un mfnimo de cuwatro hores.

10) Se inyectr un microlitro al cromatdgrafo.

Las condiciones son las dndas en 2.2.a.

e) Linearidad

Se hicieron curvas de calibracidén de muestres plas-—
nfticas cuyo intervalo de concentraciones era de 1.0 a -
10 microgramos/ml. Los resultados de ecstos experimentos
se pueden observar en la figura 6, obtenida de los d-tos
de lz tabla 5. En £llos se puede observar gqua la lineg—-—

ridad e= aceptable puesto que su coeficiznte de correla-

SIS



cidn es cerceno a uno.

f) Reproducibilidad

Para cusniificar metronidazol en muestras que se des
conoce su concentracibén, es neceserio hacer una curvs de
calibracidn e interpol:r el resultado obtenido en la =———
muestra problema. En este punto se presentd un problema
muy importente: la curva de calibrocidén debe ser hecha -
de soluciones patrdén de metronidazol em cloroformo, de —
soluciones patrén de metronidazol en solucidn reguladora
tratada exactamente igual que le muestra plasmtica pro-—
blema, o bien de soluciones patrdén de metronidazol en —-—
plasma trat-das exactamente iguszl que la mue: tra placsmd-
tica problema.

Comparativamente, el rendimiento de extreccidn es =
menor en plesma que en solucidn reguladora tratadas de o
gual manera. Es por esto que se prefiere hace:r la curvs
de calibrzcién de soluciones patrén de metronidezol en -
plasma tratedas exactzmente igual gue la muestras plasmd-—
tica problema.

Coiro se menciond en le partc tedrica, lo que se mide
es reproducibilidad y no recuperacidén. Es por esto que -
hicieron pruebas de reprocducibilidad para obtener el coe
ficiente de variacidn y ls desviacidn estdndar del método
presentado en 2.3.d. y de ésta maners darse cuenta cdémo
estd funcionsndo el método. Se preparzron soluciones de
10 microgramos/ml de metronidazol en plasma y se obtuvie
ron varias muestras. Estas muestras fueron tratadas como
se describe en 2.3.4.

Los resultados de estos experimentos se presentan -
en las tablas 6 y 7. Se deduce de ellos que el método ——
presenta algunos problemas en cusmnto a reproducivilidad,
los cuales son discutidos posteriormente.

2.4 Identificacién de metabolitos de metronidazol

Lo identificecidn de uno de los metzabolitos del me=
tronidazol es josible mecdi-nte el método descrito en la
seceidén 2.3.d. E1 metzbolito identificado es el £cido 2-
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-metil-5-nitroimidazolil-1-acético. De uwne solucidn plas
ndtica del metzbolito, de concentracidn de 25 microgra-—
mos/ml, se obtuvo una muestrs de un mililitro que fué —-—
tratada como en 2.3.d., obtcniéndose el cromctograma pre
sentado en la figura 7. Como se puede observar, el tiem—
po de retencidn es lo suficientemente grande (7.6 minu——
tos) como para diferenciarlo del tiempo de retencidn del
metronidazol (4 minutos). De aqui que este método sea Te
comendable para la identificacidn y cusntificacidn (si -
as{ se desea) de metabolitos del metronidazol.
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RESTUITADOS

En la figura 4 se elimind el punto correspondiente
a 200 microgramos/ml por comsiderarlo un valor aeberrante.

Las muestras de los resultados presentados en la fi
gura 6, figura 8 y tabla 5 fueron obtenidas de solueiones

plasmiticas de metronidazol.

Las explicaciones de cada una de las figuras y toe=
blas,se encuentran en la parte prdctica.
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TABLA |

Alturas (mm.)

’
Concentracion.mcg/mil.

Altura Me-
tronidazol

'S [ o Altura
Metronida - ?atron ‘ Metronida- Patron
interno, Octadecanol inter
zol zol. 10
Octadecanol
15.0 43.s 50 100 0.3a4
51.0 50.0 100 i} 1.020
97.5 41 .0 200 4 2.378
169.5 52,5 250 n 3.228




TABLA 2

Con centraciones.mcgni

Altura

Alturas.cm. Metronid.

':':‘z'o"l“i‘ Octadecanol ':':tz'o"'“i' Octadecanol | g'c'tag.
0.2 1.1 50 | 100.0 |o0.17¢
1.2 4.0 SO0 n 0.3000
A9 2.0 25.0 n. 0.9269
6.0 2.7 50.0 n 2.2222
3.8 1.3 100.0 ] 2.819%
5.7 3.1 150.0 n 5.0%0¢

P =



3

TABLA

Areas 12 Concentracjén mcg/ml arsas ol
Metronida- Tetrade- Met;zr:i'da- T:::‘z;d'e- ’-}Eff’;':d;:—
1.80 4.20 1.0 50.0 Q.0
0.58 8.16 2.5 " g.%3
6.15 Y4.5¢ 5.0 " 135
11,48 14.00 10.0 " LZ5S
101,76 14.9¢0 25.0 " 15
59.89 3.€0 50.0 " /¢.62
169.60 7.62 |100.0 " 22.08
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TABLA 4

(2 10 mcg /i)

Base [Altura |Altura |Base [Area [Ares |mre? Desvin-
Metro- |[Metro- |Tetrade| Tetra- | Metro—|Tetra~ | som—— cion,
nidazol.|nidazol.| canol. |decanolinidazol.|decanol "ﬁ:::de- Prmedms“;“‘””

cm. cem, Cm am. ‘ml szn C!nj‘)l.

o 140 4 1.20 ( L9011 0.5 | 533 10,57 110.€6] _

tomcgm| 155 | 1.20 | /.80 | 0.6 | ¥.77 | 0.39 | 1/.53]|10.5%|1.03

€50 | 1.05 | /.20 ]| 0.6 | 3.9/ | 0.3 | 1.¥7 '

Extraccied 5 5

con 2.201 1.25 ['1.85 | 0.85| 327 | 0.19 | 4. 15

buffer

MY [ 9.90 | 0.90 | 175 | 010 | 2t | o.er | 3us| P Y0 | 077

miy ° - !

Extraccion | ° '

b % | Y70 0.95 | 445 | 0.¢0 | 2.23 | 0.43 | 5.43 Eaw | vy

Di%' | 8.20| 160|250 | 0.80 | 6.56 | 100 | €56 | '
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TABLA §

concent rdcion
Metionidazol mcg/ml

Concentracion
Tetiadecanol mcg/ml

Area metronidazol

Area Tetradecanol

10.0

25.0

a.\8 3

&b

N

0. 62

5.0

1

0. %/

4.0

12}

0.32

5.0

n

0.2 ¢

.0

Q3

l.0

0.06
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TABLA ¢

Conc. Conc. lelr:raon Promedio Desvia- |[Coeficiente
e .
Metron. | Tetra- | —— cion de
Area Estandar |varjacion

dec anol
mcg/ml mcg/mi [Vetradec.

10.0 | 50.0 [0.37

10.0 | 50.0 | 0.36| 0.3%|0.037/0.8 %

10.0 | 50.0 | 0.30

TABLA 7'

o
Conc. |Conc. Area Desvia — goehciente

l e P + cao'n

“ e etradec. t romedio e

tron. . .
mcg(mr i mcg/ml gtrr’d.de_c Estandar Variaci

10 50 .34

10 " .40

-39 .037 9.5 o
i0 n .40 '
10 » | a3
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DISCUSION

Loc autores que han realizado trabajos similares al
descrito en este estudio son Midha y col., (7) y Wood —
(8).

Los resultados presentados por Nidha y col., son si
milares & los encontrados en este trabajo de tesis en
los siguientes puntos:

1) En cusnto al pH de mejor rendimiento de extrac—-
cidn, ellos encontraron que al incrementar el pH de la -
misma, se incrementaba el rendimiento. Esto era verdad -
hasta pﬂ 9, después del cu:l el rendimiento comienza a -
disminufr apreciablemente. En nuestro trabajo también se
confirmé este hecho, hasta un pH de 7. Esto puede obser-
varse en l= parte prdctica seccidn 2.l.d.

2) Lz cantidad minimzdetectable sin la formacidén de
un derivado del metronidazol (metronidazol libre) repor-
tada por estos autorec.es de aproxim: dzmente 2 microgra-
mos/ml. Mencionzn, ademfs, que se presentz el fendmeno -
de "coleo" (la sefial en su perte basal se extiende). En
nuestro estudio, este fendmeno puede observarse en la fi
gura 1.

3) E1 coeficiente de variacidén reportado pars bajas
concentraciones es similar al encontrado en este trabajo.
Estos resultados se pueden observar en las tablas 6 y 7.

No se encontraron resultados como los reportzdos por
Wood, ain cuando la mayor parte del método decarrollado
en esta tesis estaba érientado por el trabajo de ése au-
tor, el cual no reporta d:tos de metronidazol libre, ni
la razdén por lz cual selecciond el pH de extraccidn.

Debido al método de cusntificacidn, existen algunes
diferencias entre los resultados obtenidos en este traba
jo de tesis y los re ortados en la literaturz (7 y 8):

a) E1 coeficiente de variacién, dzdo por manipula—-
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ciones del método de extraceidn fundementalmente, es al-
to si pensamos determincr cantidedes pequeflas de metroni
dazole.

b) E1 rendimiento en la extraccidn es bajo con rece
pecto al trabsjo de Wood (8). Sin embargo ecte autor no
reporta claremente como hace los cdlculos de las muestras
enalizadese

¢) Con respecto al método de Wood, las sefiales co——
rrespondientes al metronidazol y patrdn interno, se in—
vierten, como se puede observar en la figura 8.

E1l método de cuantificacidn (extrcceidn y condicio—
nes de operacién del crometdgrafo) ain cusndo orientado
por el trabajo de los autores antes mencionados, contie-—
ne zlgunce diferenciass

i) Extreaccidn

1) Para llevar a eabo este parte, en este
trabajo se desproteinizd la muestra antes de comenzar.
En tanto que en la literatura (7, 8), desyroteinizan con
el mismo disolvente de extreccidn.

2) Midha y col., emplean una mezclza de —
disolventes (cloruro de metileno-éter etflice) para la -
extraccién. En e:cte punto cabe seflalar que Wood no repor
ta que tipo de cloroformo utilizz en la extraccidn, mien
tras que Midhe y ©0l., mencionan que deben ser grado es-—
pectro. Para el prescnte estudio se utilizd cloroformo -
R.A. destilado tres veces por froccionemiento. Esto se -
hizo debido a que el cloroformo R.A. presenta muchos pi=-
cos en el crometograma; esto debido, a su vez, a una al-
ta concentrecién de impurezas al manejar grapnfes volume=-
nes de cloroformo que deben evaporarse pars inyectar en
el crom:=tdgrafo aumentzndo asi la cantidad detectads de
impurezas no-voldtiles.

3) Micdha y col., difieren en el reactivo
para formar el derivado del metronidazol, asi{ como el ra
trén interno utilizado.

-



ii) Condicion:s de operzcidn

1) La columna cromstogr’fica es ciferente. Liie
dha y col., utilizan une mezcla dc fases 1fquidas (Apie-—
zon L al 1 %, ultrafase SE-30 al 0.5 % y OV-7 al 5 %); -
Wood emplea OV-1 al 3 % y en el presente estudio se uti-
1lizé OV-17 al 3 %.

2) Midhe y col., operesn la columna cromatogré-
fica a vna temperaturs menor que la de Wood y el precen-
te trabajoe.
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CONCLUSICNES

Del anflisis de los expuesto en el presente estudio,
se deduce que el método desarro’lado presenta las siguien-
tes ventajas:

a) E1 empleo de 2 muestrs libre de protefnas. Lo=—-—
grando con esto una mejor menipulacidn de la muestro.

b) E1 uso de una fase lfguida y un solo disolvente pa
ra la extraccidn. Con respecto al método de Midhz y col.,
quienes hacen uso de una mezclz de fases 1l{ uidos y unas e
combinacién de disolventes pars la extraccidn.

¢) E1 uso de frascos viales con bese cénica prra con-
centr r lo muestra y obtener una mayor semnsibilidad del mﬁ
todo.

d) La inversidn del orden de ceteccidn de las sefiales
parza el metronidzzol sililado y la referencia interma. De
ests manera el compuesto cuya seiflal se encuentra al fina-
lizar la sefial del agente sililsnte, es el patrdn interno
y no el metronidazol (como en el método de Wood). Esto re-
percute en wna minimizacién del error debido a lz geleccidm
de la l1linea base, al cuantificar.

Tiene como desventajas:

a) El uso de grsndes volumenes de cloroformo, el eual
debe ser tridestilado o ser grzdo espectro. Esto Ultimo se

ria otra desventaja, ya que el reactivo de este grado es -
costoso.

b) Con respecto a Midha y col., y Wood; la sensibilie
dcd del método es menor, ya que Midha y col., reportzn con
centraciones detectadss de 0.5 microgr:mos/ml de metronida
zol. En tanto que Wood reporta concentrzciones de 0.25 mi-
crogr-mos/ml. (tdmese en considcracidn que Wood emplea 2 —
mililitros de plasma para su andlisis, mientras que en el
ccso del método desarrollado por Lidha y col., y el presen
te trabajo se emplez un mililitro de plasma). En el pre——
sente estudio se logrd detcctar concentraciones de 1.0 mi-
crogramos/ml de metronidazol en plasma.
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Por lo anteriormente expuesto, se piemsa que el méto-
do que se presenta en este trebajo, es zdecuado par 1l —
cuantificacidn de metronidazol en plssma por crometosrafia
gas-1fquidc y es susceptible de mejorarse en caso de que =
as{ se requiera.
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