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Abstract

In this work we present an “on line’”’ HPL.C metheod for the
extraction, separation and measurement of amitriptyline and
nortriptyline in serum, The precolumn used was packed with
Corasil/Bondapack, C18 support and the analytical column was
a ({—Bondapack C18; the mobile phase giving the best results
(resolution) was triethylamine 30 mM pH 5/Acetonitrile {67/
33). Doxepin was used as an internal stadard. The sensitivity of
the method was better than 10 ng/injection and interassay va-
riation was 4.3%for amitriptyline.

This method, although slightly more expensive than those
using batch extraction procedures is faster and more reproduci-
bie, allowing the automatization of the analysis.

Resumen

Se presenta un método para la determinacién por cromato-
grafia Ifquida de alta presion del antidepresivo triciclico ami-
triptilina y su metabolito nortriptilina, en suero, empleando
doxepina como estandar interno.

La purificacién de la muestra se lleva a cabo haciéndola pa-
sar por una precolumna montada en el sistema cromatografico.
El soporte cromatografico empleado es C18 y la fase movil es
trietilamina 30 mM pH 5/ACN {67/33). L.a sensibilidad obteni-
da es de mencs de 10 ng por inyeccidn y el coeficiente de va-
riacidn intraensayo para suero es de 43% para amitriptilina.

El método presentado aqui, aungue resulta ligeramente més
costoso que los procedimientos tradicionales de extraccion, es
mas rapido y mds reproducible, permitiendo la automatizacién
del analisis.

Introduccion

Los antidepresivos triciclicos han sido ampliamente
empleados en la practica psiquiatrica para el tratamien-
to de la depresién endogena. Sin embargo, y debido en
gran medida a las variaciones interindividuales de los
procesos farmacocinéticos a los gue estdn sometidos
estos medicamentos, la respuesta clinica presenta am-
plias variaciones. Se ha propuesto que esta respuesta se
encuentra mas correlacionada con los niveles plasmati-
cos de estos farmacos que con la dosis ingerida. De he-
cho se sugiere que los niveles en sangre proporcionan
un indicador exacto y Gtil para la dosificacion de cada
paciente! 19},
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En condiciones terapéuticas la concentracion de es-
tos medicamentos en el plasma es baja, en el intervalo
de 20 a 500 ug/mi{ 1} Para la medicién de estos niveles
se han empleado métodos como dilucién isotopica' 1Y}
y radio-inmunoanélisis21) que implican trabajar con
material radiactivo y la necesidad, en el caso del radio-
inmunoanalisis, de contar con los anticuerpos especifi-
cos para cada compuesto. Un método sensible y espe-
cifico para la medicién de los antidepresivos triciclicos
esta dado por el acoplamiento de la cromatografia de
gases con la espectrometria de masast4.7) ; sin embargo,
este método es caro y no se encuentra facilmente a
disposicion. También se ha empleado |la cromatografia
de gases con detectores especificos, como el Detec-
tor de Nitrogeno/Fésforol2. 5. 8) o el Detector de
Captura de Electrones en combinacion con la forma-
cion de derivados halogenadost1t. 12, 13 L3 croma-
tografia de liquidos de alta presion (CLAP) con de-
teccion por absorcidn en el ultravioleta, elimina la ne-
cesidad de formacién de derivados para la deteccién de
los antidepresivos triciclicos y permite la determina-
cion de metabolitos no volatilest3. 8 14,15, 20, 23,
24)

Exceptuando la dilucién isotépica y el radioinmuno-
andlisis, todos los otros métodos mencionados requieren
uno o varios pasos de purificacion previos al empieo del
sistema cromatogréfico, ya sea que se trate de extrac-
ciones a varios pH(2: 7. 11, 20) de| paso de la muestra
a través de una columna de celulosa?2.13) o pien del
empleo de pequefias columnas empacadas comercial-
mente como Sep-pak o Bon-elut C18(3, 18},

La mayorfa de los autores que emplean CLAP usan
columnas de silica, cuyo empleo rutinario resulta pro-
blemaético; s6lo algunos autores emplean columnas de
fase reversa C18(8, 20) cgl18) o cNI(15)

El método que aqui describimos contempla la puri-
ficacién en serie de la muestra (suero), mediante el uso
de una precolumna que ademas la concentra; posterior-
mente los antidepresivos se separan en una columna de
fase reversa. Empleando este método, el suero sdlo ne-
cesita filtrarse para evitar posibles obstrucciones en la
precolumna o en la columna analitica, antes de ser in-
troducido al sistema cromatogréfico. Este método fue
optimizado para emplearse en la determinacion de ami-
triptilina (AMT) v nortriptilina (NT) usando doxepina
como estandar interno.
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Desarrollo Metodoldgico y Experimental
Material y equipo

Se empled un Sistema de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (Waters Ass.) compuesto por los siguien-
tes modulos: dos bombas, una de ellas modelo 510 vy la
otra modelo M45, un inyector universal modelo UBK,
un detector de ultravioleta de longitud de onda variable
modelo 490, una unidad de control y programacion de
flujos modelo 680 AGC, un mdodulo de datos modelo
730 y las columnas u-Bondapack C18 (3.9 mm X 30
cm) y u-Bondapack CN (3.9 mm X 30 cm), también de
Waters Ass.

El acetonitrilo (ACN)} y el metanol (MeOH) —ambos
grado HPLC— que se emplearon, asi como la trietilami-
na {TEA), se obtuvieron de Merck; el fosfato de sodio
monobasico se obtuvo de Sigma Chemical Co.; el hi-
dréoxido de amonio, el fosfato de sodio dibdsico v el
acido fosférico se obtuvieron de J. T. Baker. Los filtros
Millex HV de 0.45 um de poro, los Sep-packs C18 y el
empaque Corasil/Bondapack C18 se obtuvieron de Mi-
llipore, La amitriptilina (AMT) fue obsequiada por los
Laboratorios MSD. La nortriptilina (NT} fue donada
por los Laboratorios Eli Lilly, y la Doxepina por los
laboratorios Ciba Geigy. El agua fue purificada por me-
dio de un equipo de purificacién de agua Milly-Q. Todos
los solventes empleados fueron filtrados a través de
membranas de 0.45 o 0.50 um de poro. El material
de vidrio que se uso fue silanizado'9).

Montaje experimental

Los modulos de cromatografia de Iiquidos se dispu-
sieron y conectaron como se muestra en el diagrama de
la figura 1. La unidad de control y programacion de
flujos es capaz de controlar a las dos bombas, a la vél-
vula selectora de solventes y a la valvula selectora de

TABLAI
PROGRAMA DE EVENTOS

PROGRAMA DE GRADIENTE

Tiempo  Flujp %A  %B
{min)  (mi/min) (M45) (M510) Switch No. Accién

Valvula Correspondiente y Accion

FIGURA 1

|{nea controlada
por el switch &

Ifnea controlada
por el switch 4

Lfnea controlada
por el switch 3

NH4O0H 0.1 M Fase
mévil
MeOH -
© ’/' @ posicién

controlada
®
H
H

por el switch 1

posicién controlada
por ai switch 2

Vilvula selectora de solventes (VSS) {Switches 3-5)
Bomba M45

Inyector

V3lvula selectora de columnas (VSC) (Switches 1y 2)
Precolumna

Bomba M510

Columna analftica

Detector uv/variable

Médulo de datos

Programador de gradientes y controlador

C—IOMMOUOW)
(I S T O T O T O

FIGURA 1. Configuracién del equipo necesario para la purificacién
en Ifnea de los antidepresivos triciclicos,

columnas, permitiendo la programacion tanto del por-
centaje con que cada bomba contribuye al flujo total,
como de la aperturay cerrado de las diferentes valvulas.

El programa empleado, listado en la tabla |, involu-
cra las siguientes acciones: La bomba B alimenta al sis-
tema con la fase mavil, mientras que la bomba A intro-
duce el resto de los solventes. Antes de introducir la
muestra al sistema, y hasta el minuto 5 después de su
introduccién, la bomba A hace pasar NH4OH 0.1 M
por la precolumna, mientras que por {a columna ana-
Iftica estd pasando la fase movil. En estas condiciones
se introduce la muestra al sistema, y los antidepresivos

ACCIONES RESULTANTES
Bomba A Bomba B

NH40H. 0.1 M a 2 Fase mévil a 2 mi/min,
mi/min por la precolumna Por la columna principal

VSS se abre la Ifnea de MeOH/H,0 MeOH/H,0 (50/50) a §

mi/min. por la precolumna

tnvolucrada

0.00 4 50 50 4 on VSS se abre la [inea de NH40H

0.10 4 off oM

5.00 4 50 50

501 7 71 29 8 on 50/50

5.11 5 off

7.00 7 71 29

7.0 25 20 80 2 on VSC. Se invierte la ruta del flujo

7.02 3 on (Bomba B alimenta precelumna y

7.1 2 off columna principal) VSS, Se abre Ia
[inea de MeOH

712 3 off

9.00 25 20 80

9.01 5 60 40 1 on VSC. Cambia la ruta de! flujo a su

9.11 1 off posicién original {(Bomba A alimen-
ta a precolumna y Bomba B a co-
lumna principat}

13.00 4 on VS§S se abre fa linea de NH4OH

13.10 4 off 01 M

VSS, Vilvula selectora de solventes

VSC. Vilvula selectora de columnas

MeOH a 0.5 mi/min, para Fase mdvil a 2 mi/min,
VSC y al desecho. por la precolumna y por
la columna principal.

MeOH a 3 ml/min por la Fase mévil a 2 mi/min
precolumna por la columna princi-
pal

NH4OH 0.1 M a 3mi/min
por |a precolumna
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se retienen en la precolumna. Al minuto 5 se cierra la
finea del NH4OH y empieza a pasar por la precolumna
MeOH/H20 (560/50); esta mezcla eluye parte de los
contaminantes del suero. Al minuto 7 cambia la posi-
cion de la valvula selectora de columnas y empieza a
pasar la fase movil tanto por la precolumna como por
la columna analitica, ilevandose a los antidepresivos
de la ta. hacia la 2a. Al minuto 9 cambia nuevamente
la posicion de la valvula selectora de columnas, y mien-
tras que por la columna analitica continGa pasando la
fase movil, que termina de eluir a los antidepresivos, la
precolumna se lava con MeOH hasta el minuto 13 en
que empieza a pasar NH4OH 0.1 M para que 1a preco-
lumna esté lista para la siguiente inyeccidn.

a
o
»

_u~Bondapac CN
l E >

O

i

uBondapack C18
o

Q
(4]

0
Tiempo (min)

Figura 2. Comparacién de la separacion de los antidepresivos:
1) doxepina, 2) nortriptilina y 3) amitriptilina.
Fase Mévil
A} ACN/MeOQOH/Buffer fosfatos 10 mM pH 7 {60/15/
25).
B) ACN/Buffer fosfatos 10 mM pH 7 (70/30).
C) ACN/TEA 30 mM pH 4 {33/67).
D} ACN/TEA 30 mM pH 5 {33/67).

*Tamafio de particula 10 Mm

UA. Unidades de absorbancia.

Eleccién del soporte cromatogrdfico y del eluyente
(fase movif)

Para la separacién de AMT, NT y doxepina {emplea-
da como estandar interno) se probaron dos tipos de fa-
ses estacionarias: y-Bondapack C18 y u-Bondapack CN.

Para la separacion de los antidepresivos se reproduje-
ron las condiciones reportadas por P. Koteel!15) En
estas condiciones la resolucién entre AMT y NT no era
optima y sus tiempos de retencion no eran lo suficien-
temente grandes para permitir que eluyeran antes los
contaminantes del suero (Fig. 2a.). Se decidié aumen-
tar la polaridad de la fase movil, obteniéndose asfi la
separacion mostrada en la figura 2b, en que atin no se
logra una resolucién a nivel de Iinea base.

Para la columna de C18 nos basamos en el método
reportado por Miltipore(8}: como fase mévil emplea-
mos TEA 30 mM a diferentes pH, mezclada con ACN
en varias proporciones, En lafigura 2c y 2d se muestran
dos combinaciones diferentes. La figura 2d muestra la
separacion mas satisfactoria; ademas, los tiempos de re-
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tencion obtenidos dejan espacio para la elucion de sue-
ro (fig. 6a). Esta fase mévil, TEA 30 mM llevada a pH
de 5 con &cido fosforico y en una proporcion de 67
por 33 de ACN, permite ademas una rapida elucion de
los antidepresivos de la precolumna (figura 3ay 3b).

—
0002 UA

J 1 1 L —

[o] 5 10 [¢] 5 o 2

Tiempo (min)

Figura 3. Perfil de elucién de los antidepresivos tricfclicos a
través de la precolumna.
A) Empaque Sep-pak C18. Fase mévil: ACN/Buffer
fosfatos 10 mM pH 7 (70/30). Flujo 2 mi/min.
B) Empaque Sep-pak C18. Fase mévil: ACN/TEA 30
mM pH 5 (33/67). Flujo 2 mI/min.
C) Empaque Corasil/Bondapack C18, Fase movil:
ACN/TEA 30 mM pH 5 {33/67). Flujo 2 mi/min,

UA. Unidades de absorbancia.

Eleccion de la precolumna

Inicialmente se empleé como empaque el contenido
de un Sep-pak C18. Sin embargo, €ste, al ser de granu-
lometria relativamente grande (80 um), no soportaba
bien la presion a que era sometido y se fraccionaba lle-
gando a tapar la tuberia; para resolver el problema, este
empague se sustituyé por Corasil/Bondapack C18, de
granulometria mas pequefia (50 um). Ademas, este
tltimo empaque favorece la separacion de los antide-
presivos alin en la precolumna. Compaérense los perfiles
de elucién mostrados en fas figuras 3b y 3c; en 3b se
observa un solo pico, mientras que en 3¢ ya hay una li-
gera separacion. En cuanto a la capacidad de la preco-
lumna para concentrar la muestra, en las figuras 5a y
5b puede apreciarse que se puede inyectar un ml de
muestra sin pérdida de la resolucion.

Optimizacién de los programas de flujos

Cargado de la muestra en la precolumna. Se probaron
diferentes tiempos de cargado de la muestra en la pre-
columna!3: 5y 7 min.) aqi como diferentes solventes



de cargado (H,0 y NH4OH 0.1 M), encontrandose que
un tiempo de 5 minutos y una solucion de NH,OH 0.1
M resultaban adecuados.

Elucion de la muestra de la precolumna. Cargada la
muestra en la precolumna, ésta se somete a un lavado
con MeOH/H,0 (50/50) y posteriormente se le hace pa-
sar la fase movil (TEA 30 mM, pH 5/ACN 67/33). E!
tiempo de elucion de los antidepresivos de la precolum-
na, empleando esta fase movil, es de aproximadamente
un minuto {ver figura 3c); para asegurar su completa
elucién se pasa la fase mévil por la precolumna durante
dos minutos y posteriormente se lava con MeOH, Des-
pués se le hace pasar NH,OH 0.1 M para que esté lista
para la siguiente inyeccion {programa mostrado en la
tabla l).

FIGURA4

AREA DE AMITRIPTILINAJAREA DE DOXEPINA
64

AREA DE NORTRIPTILINA/AREA DE DOXEPINA

/

ng Inyectados
S
400

ng inyectados
T T 1
0 100 200 400

Figura 4. Curvas de calibracién para AMT y NT empleando do-
xepina como estandar interno. Columna Bondapack
C18. Fase mévil: ACN/TEA 30 mM pH 5 con dcido
fosférico (33/67); vol. de inyeccidn 25 (I, A =240
nm. 0.05 unidades de absorbancia {UA) a escala
completa. Flujo 2 ml/min. Las curvas se corrieron
empleando el sistema esquematizado en la figura 1
y los programas listados en la tabla 1.

Sensibilidad y reproducibilidad del método

En la figura 4 se muestran las curvas de calibracion
obtenidas para AMT y NT empleando el sistema opti-
mizado descrito en la figura 1 y los programas listados
en la tabla I.

Véase que de 10 a 400 ng hay una respuesta lineal
del detector y que la recta pasa por el origen, lo que
significa que no hay pérdida de los antidepresivos en la
columna; esto ademas se confirma por el hecho de que
las muestras fueron inyectadas de menor a mayor con-
centracion y, enseguida, de mayor a menor concentra-
cién y no se observd el fenémeno de histéresis. En esta
misma figura puede observarse que la sensibilidad es
menor a 10 ng.

En la tabla Il se muestran los coeficientes de varia-
¢ién intra e interensayo obtenidos para estandares en
concentraciones de 50 ng/inyeccion de AMT vy NT vy
100 ng/inyeccion de doxepina.

TABLA U

COEFICIENTES DE VARIACION ( %)

Intraensayo Interensayo
AMT NT AMT NT
En agua*: 3.75.7 1.1-4.3 7.9 4.3
{n =3) {n =3) {n =3) {n =3)
En suero: 4.3 3.7

(n=4)  (n=4)

En todos los casos la cantidad de AMT y de NT es de 50 ng/
inyeccion.

*Los estdndares en agua se inyectaron por triplicado en tres
ocasiones diferentes,

Resultados obtenidos usando suero humano como
vehfculo y criterio de especificidad del ensayo

En la figura 6 se muestran los cromatogramas obte-
nidos con un blanco de suero y con un suero que fue
incubado con los estandares de AM, NT y doxepina.
Notese que en el blanco de suero no hay picos que
interfieran con la elucidon de los antidepresivos.

En cuanto a la especificidad del ensayo, ndtese que
los cromatogramas estan obtenidos para dos longitudes
de onda: 240 v 214 nm; la relacién:

area del pico a 240 nm
area del pico a 214 nm

f
r

—_—
[4] 5 10 15 200 5 10 15 20

Tiempo {min)

Figura 5. Comparacién de los volumenes de inyeccion, Las con-
diciones cromatograficas empleadas son las referidas
en la Fig. 4.
A) Inyeccién de 50 ng de AMT y NT y 100 ng de do-
xepina en 25 (1.
B) tnyeccién de 50 ng de AMT y NT y 100 ng de do-
xepina en 1000 U1,
1) Doxepina, 2) nortriptilina, 3) amitriptilina.
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Figura 6. Perfil de elucién de AMT, NT y doxepina emplean-
do suero humano como vehfculo. Las condiciones
cromatograficas son las referidas en la Fig. 4.

A) Inyeccién de 200 I de suero filtrados por un
Millex-HV de 0.45 Um de poro.

B) Inyeccion de un ml de suero {1:1) incubado 30
min a 37°C con 50 ng de AMT y NT y 100 ng de
doxepina, filtrado por un Millex-HV de 0.45 Um de
poro. 1) Doxepina, 2} nortriptilina, 3) amitriptilina.

es un parametro de identificacion y pureza del antide-
presivo, ya que ésta es caracteristica del espectro de
absorcion de cada compuesto.

Conclusiones

El empleo de vélvulas para la purificacion y analisis
en serie de muestras de origen bioldgico permite fa in-
yeccion directa de la muestra al sistema sin necesidad
de pretratamiento y facilitando la automatizacion del
analisis!17. 22},

El método aqui propuesto representa una herramien-
ta Gtil para la determinacion de AMT y NT en suero.
El tiempo total de andalisis por muestra es menor de
30 minutos e implica solamente filtrar el suero e intro-
ducirlo al sistema cromatografico. La sensibilidad y va-
riabilidad obtenidas son semejantes a las reportadas por
otros autores'6. 23) vy permitiran determinar los nive-
les endbgenos de AMT y NT en los pacientes que estén
bajo este tratamiento.

REFERENCIAS

1. AMSTERDAM J, BRUNSWICK D, NENDELS J:
The clinical aplication of tricyclic antidepressant
pharmacokinetics and plasma levels. Am J Psychia-
try 137: 653-662, 1980,

2. BAILEY DN, JALTOW PIl: Gas chromatographic
analysis for therapeutic concentrations of amitri-
ptyline and nortriptyline-plasma with use of a nitro-
gen detector. Clin Chem 22: 777-781, 1976,

3. BEIRLE FA, HUBARD RW: Liquid chromatogra-
phic separation of antidapressant drugs: | Tricyclics.
Therapeutic Drug Manitoring 5: 279-292, 1983,

4, BIGGS J, HOLLAND WH, CHANG S, HIPPS PP,
SHERMAN W: Electron beam ionization mass frag-
mentographic analysis of tricyclic antidepressants
in human plasma. J Pharm Sci 65: 261-268, 1976.

5. Bulletin 782A Supelco, Inc.

6. DAWLING S, BRAITH WAITE RA: Simplified
method for monitoring tricyclic antidepressant the-
rapy using gas-liguid chromatography with nitro-
gen detection. J Chromatogr 146: 449-456, 1978,

7. DUBOIS JP, KUNG W, THEOBALD W, WIRZ B:
Measurement of clomipramine in biological fluids
by selective ion monitoring and pharmacokinetics
of clomipramine. C/in Chem 22: 892.897, 1976,

8. FROST BA: QA-ITM Analizer tricyclic antidepres-
sants method book preliminary manual. Millipore
1984.

9. GARRET ER, HUNT CA: Physicochemical pro-
perties, solubility and protein binding of? —tetra-
hydrocannabinol. J Pharm Sci 63: 1056, 1974,

10. HAMMER W, BRODIE BB: Aplications of isotopic
derivative technique to assay of secundary amines:

126

estimates of desipramine acetylation with 3H-ace-
tic anhydride. J Pharmacol Exp Ther 157: 503-
507, 1967.

11. HARTVIG P, HANDL W, VESSMAN J, SVAHN
CM: Electron capture of tertiary amines as penta-
fluorobenzyl carbamates. Ana/ Chem 48: 390-
393, 1976.

12. HARTVIG P, NASLUND B: Simultaneos determi-
nation of plasma amitriptyline and nortriptyline as
trichloroethyl carbamates by electron-capture gas
chromatography. J Chromatogr 133: 367-371,
1977.

13. HARVIG P, STRANBERG S, NASLUND B: De-
termination of plasma amitriptyline by electron
capture gas chromatography after oxidation to an-
thraquinone. J Chromatogr 118: 65-74, 1974,

14. KNOX JH, JURAND J; Separation of tricyclic
psychosedative drugs by high speed ion pair par-
tition and liquid-solid adsortion chromatography.
J Chromatogr 103: 311-326, 1975.

15. KOTEEL P, MULLINS RE, GADSEN RH: Sample
preparation and liquid chromatographic analysis
for tricyclic antidepressants in serum. C/in Chem
28: 462-466, 1982.

16. KRAAI‘< JC, BIJSTER P: Determination of ami-
triptyline and some of its metabolites in blood by
high pressure liquid chromatography. J Chroma-
togr 143: 499-512, 1977,

17. LECAILLON JB, SOUPART C, ABADIE F: De-
termination of Metoprolol in human plasma by
column switching high-performance liquid chroma-
tography. Chromatographia 16: 158-161, 1982,



18.

19.

20.

21.

NARASIMHCHARI N: Evaluation of C18 Sep-pack
cartridges for biological sample clean-up for tricy-
clic antidepressant assays. J Chromatogr 225: 189.

195, 1981.
ORSULAK P J, SCHILDKRAUT J J: Guidelines

for therapeutic monitoring of tricyclic antidepres-
sant plasma levels. Therapeutic Drug Monitoring
1: 199-208, 1979.

PROELSS HF, LOHMAN HJ, MILES DG: High
performance liquid chromatographic simultaneous
determination of commonly used tricyclic antide-
pressants. C/in Chem 24: 1948-1953, 1978.
ROBINSON JD, RISBY D, RILEY G, WYNNE
AHERNE G: A radioassay for the determination
of combined amitriptyline and nortriptyline con-
centrations in microliter samples of plasma. J

22,

23.

24,

Pharmacol Exp Ther 205: 499-502, 1978.

ROTH W, BESCHKE K, JAUCH R, ZIMMER A,
KOSS FW: Fully automated highperformance
liquid chromatography. A new chromatograph for
pharmacokinetic drug monitoring by direct injec-
tion of body fluids. J Chromatogr 222: 13-22,
1981.

VANDEMERK FL, ADAMS RF, SCHMIDT GJ:
Liguid chromatographic procedure for tricyclic
drugs and their metabolites in plasma. Cl/in Chem
24: 87-91, 1978,

WATSON ID, STEWART MJ: Assay of structured
drugs and their metabolites in urine by high-per-
formance liquid chomatography. J Chromatogr
134: 182-186, 1977.

127



	sm122
	sm123
	sm124
	sm125
	sm126
	sm127

