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1. Introducere 

Contextul medical, farmacoterapeutic și toxicologic actual reprezintă o provocare 

complexă pentru profesioniștii în domeniu și un teren nesigur pentru pacienți, în condițiile în 

care capacitatea noastră de a genera informații o depășește cu mult pe accea de a le interpreta.  

Devine impetuos necesară achiziția cât mai rapidă a datelor științifice și clinice și 

transformarea acestora în resurse utilizabile în favoarea pacienților. Acest aspect devine 

esențial în managementul polipatologiilor, al afecțiunilor majore, ce pun viata în pericol și, nu 

în ultimul rând, în cadrul terapiei cu substanțe active a caror comportare farmacocinetică și 

toxicologică prezintă fluctuații interindividuale.  

Profilul farmacocinetic al carbamazepinei indică, sub numeroase aspecte, necesitatea 

monitorizării concentrației plasmatice a anticonvulsivantului pentru a asigura eficacitatea și 

siguranța terapeutică. Nivelul plasmatic de carbamazepină este, de asemenea, cel mai sigur 

marker de diagnostic al intoxicațiilor, întrucât semnele clinice și paraclinice sunt nespecifice 

și doar orientative.  

Încă din 1970 s-a descoperit rolul serotoninei în mecanismul neurochimic al 

depresiei şi s-a încercat descoperirea unui medicament care să medieze acest dezechilibru. 

Abia în anul 1987 a fost aprobată de US FDA (Food and Drug Administration) folosirea 

fluoxetinei ca medicament antidepresiv, inhibitor al recaptării serotoninei din fanta sinaptică 

(1). 

Fluoxetina face parte din grupul antidepresivelor inhibitoare ale recaptării 

serotoninei, neurotransmiţătorul care intervine în producerea somnului, în procesele mintale şi 

afective, în funcţii motorii, în termoreglare, în reglarea tensiunii arteriale, în actul vomei şi al 

funcţiilor hormonale. Tratamentul cu fluoxetină se începe strict sub supraveghere medicală. 

Efectele antidepresive nu se văd imediat după începerea tratamentului, ci după câteva 

săptămâni. Astfel pacienţii pot fi tentaţi să crească doza pentru a grăbi apariţia efectului. Încă 

un impediment care trebuie luat in calcul ar fi reacţiile adverse ce pot apărea la nivelul 

sistemului nervos central. În studiile clinice s-au observat comportamente legate de suicid 

(tentative de suicid) şi ostilitate (comportament dominat de opoziţie, agresiune şi furie), mai 

frecvent în rândul adolescenţilor şi adulţilor tineri. Aceste simptome se reduc după ce se 

ajunge la concentraţii plasmatice constante.  

 

Cazurile de supradozaj ale fluoxetinei ca medicament unic au, de obicei, o evoluţie 

benignă. Simptomele supradozajului au inclus greaţă, vărsături, convulsii şi semne de 



5 / 71 

 

excitaţie ale SNC. Mortalitatea atribuită supradozajului cu fluoxetină, ca unic medicament, a 

fost extrem de rară. Însă, riscul de mortalitate creşte dacă pacienţii sunt trataţi cu fluoxetină 

asociată cu antidepresive IMAO, dar şi la pacienţii care au întrerupt recent un tratament cu 

fluoxetina şi au început un tratament cu IMAO, deoarece fluoxetina se elimină lent din 

organism, în decursul a 5 săptămâni.  

Este evidentă, deci, necesitatea existenţei unei metode de monitorizare, atât 

detectare, cât şi de dozare a concentraţiei plasmatice de fluoxetină din plasma umană pentru a 

evita supradozările, precipitarea episoadelor cu tendinţă de suicid, dar şi pentru a iniţia în 

siguranţă cel mai potrivit tratament antidepresiv. 

Cromatografia de lichide de înaltă performanță (HPLC) este una din cele mai 

utilizate metode de analiză utilizată în numeroase domenii (industrie chimică, industrie 

farmaceutică, bioechivalență, etc.). Precizia, exactitatea și posibilitatea analizei unui număr 

mare de probe într-un timp relativ scurt, dar mai ales selectivitatea și sensibilitatea sunt 

considerate principalele avantaje ale acestei metode. 

Unul dintre principalele obiective ale lucrării de față este, consecutiv celor 

prezentate, este acela de a identifica și analiza situatiile în care monitorizarea farmacocinetică 

a terapiei cu carbamazepină și fluoxetină este necesară și de a dezvolta metode analitice 

adecvate acestui scop.  

2. Considerații teoretice 

2.1. Monitorizarea terapeutică 

Monitorizarea terapeutică (TDM – Therapeutic Drug Monitoring) poate fi definită ca 

urmărirea unui medicament sau a unui metabolit al acestuia în lichidele biologice (5). Acest 

lucru poate fi de mare ajutor în managementul terapiei (6). 

TDM reprezintă o activitate multidisciplinară. Rezultatele acestei activități pot fi utile 

pacientului numai prin colaborarea între chimiști, farmaciști, medici și personal medical 

auxiliar. Numai printr-o bună comunicare se pot obține rezultate precise și care să prezinte 

relevanță clinică (7). Există numeroase ghiduri care prezintă criteriile pe baza cărora se decide 

dacă o anumită substanță se pretează sau nu monitorizării terapeutice și indicații pentru 

cazurile când monitorizarea terapeutică este utilă. 

În cazul celor două substanțe (carbamazepina și fluoxetina) monitorizarea terapeutică 

este indicată. 
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2.2. Cromatografia de lichide de înaltă performanță (HPLC) 

Cromatografia de lichide este metoda de separare bazată pe repartizarea diferențiată a 

componentelor unui amestec între două faze aflate în contact. Una dintre faze este fixă (faza 

staționară) și una se află în mișcare (faza mobilă). Separarea compușilor analizați se bazează 

pe vitezele diferite cu care componentele amestecului traversează faza staționară, antrenate de 

faza mobilă de-a lungul coloanei cromatografice sau a unui echivalent al acesteia (102). 

Prin variația naturii și a compoziției celor două faze, precum și a altor factori, se pot 

obține condițiile optime pentru analiza dorită. 

Cromatografia de înaltă performanță se aplică în numeroase domenii: industria 

farmaceutică, industria chimică, industria alimentară, analizele de mediu, diagnosticare, 

descoperire de compuși noi, studii de bioechivalență, de farmacocinetică etc. 

Pentru TDM metoda HPLC este cea mai utilizată dintre tehnicile cromatografice, 

cuplată deseori cu spectrometria de masă pentru o creștere a sensibilității și a specificității, 

LC-MS. Avantajele metodelor cromatografice sunt reprezentate de (6): 

 Dezvoltare rapidă a metodelor; 

 Capacitatea de a fi utilizate pentru o gamă largă de substanțe; 

 Specificitate (metodă de separare); 

 Volum mic de probă. 

Dezavantajele sunt: 

 Costuri mai mari; 

 Personal calificat; 

 Timp mai mare de analiză – nu pot fi utilizate în urgențe. 

2.3. Evaluarea critica a metodelor analitice publicate in literatura pentru 

determinarea carbamazepinei si fluoxetinei din probe biologice   

 Carbamazepina 2.3.1.

În urma studierii literaturii de specialitate s-a observat utilizarea unor metode RP-

HPLC (reversed-phase high performance liquid chromatography – cromatografie de lichide 

de înaltă performanță cu faze inverse), cu folosirea unor coloane cromatografice cu fază 

staţionară octadecilsilan (C18) (133). Sunt utilziate si alte faze staționare precum octilsilan 

(C8) (134) sau Diisopropil-tetradecilsilan (diisopropil-C14) (135). 
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Fazele mobile, polare, utilizează amestecuri simple, de obicei binare, de apă și 

solvent organic (acetonitril sau metanol). În anumite cazuri se adauga acizi pentru scaderea 

pH-ului fazei apoase: acid acetic (136) (137), acid ortofosforic (138) (139) si acid 

heptafluorobutiric (140)  sau modificatori organici: alcool izopropilic (140) (134). În alte 

metode sunt utilizate soluțiile tampon, cu pH ajustat tot în mediul acid sau neutru (134) (141) 

(142) (143), mai rar slab bazic (135). 

Detecția se realizează prin metode spectrofotometrice (UV), iar lungimile de undă 

utilizate sunt între 220 nm și 285 nm. Este descrisă de asemenea și o metodă cu detecție MS 

(137). Datorita coeficientului de absorbitie ridicat in UV si a concentratiilor plasmatice 

terapeutice ridicate detecția UV este suficientă pentru stabilirea unei metode de dozare a 

carbamazepinei din plasmă. 

Analize imunologice au fost de asemenea raportate pentru determinarea 

carbamazepinei în plasmă (144). Într-unul din cazuri, dozarea imunologică s-a utilizat pentru 

generarea de ecuații matematice pentru determinarea carbamazepinei și a metabolitului său 

din plasmă (145). 

Metodele folosite pentru prelucrarea probelor biologice (în general plasma) sunt atât 

extracțiile în fază lichidă și în fază solidă, cât şi precipitarea proteinelor. 

Concentraţiile plasmatice corespunzătoare dozelor terapeutice sunt cuprinse între 4 și 

12 de μg/mL, iar concentraţiile plasmatice toxice ce pot deveni fatale sunt peste 12 μg/mL 

(101). Se observă ca metodele pot detecta și cuantifica valori mult  mai mici și sunt aplicabile 

pe plasmă umană şi au fost utilizate în următoarele scopuri:   

 Determinarea carbamazepinei din forme farmaceutice, 

 Monitorizare terapeutică a pacienţilor la care se administrează fluoxetină, 

 Determinarea carbamazepinei și a metabolitului 10,11-epoxid din plasmă. 

2.4. Fluoxetina 

În urma studierii literaturii de s-a observat utilizarea unor metode RP-HPLC, cu 

folosirea unor coloane cromatografice cu fază staţionară în principal octadecilsilan (C18) dar 

și octilsilan (C8) (155). Coloana cromatografică poate fi precedată de o precoloană sau un 

filtru. S-a observat și utilizarea unei metode NP-HPLC (normal-phase high performance 

liquid chromatography – cromatografie de lichide de înaltă performanță cu faze normale), 

pentru separarea enantiomerilor R și S-fluoxetină (156). 
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Fazele mobile, majoritatea polare, utilizează o soluție tampon apoasă, aproape 

întotdeauna cu un pH în domeniul acid (1,9-5,5), în amestec cu un solvent organic (cel mai 

des acetonitril). În general sistemul de eluție este izocratic dar există și metode care utilizează 

gradientul de concentrație (157). 

Detecția se realizează prin metode spectrofotometrice (UV), fluorimetrice sau de 

spectrometrie de masă. În cazul metodelor cu detecție UV, lungimile de undă utilizate sunt în 

jurul valorii de 230 nm. În cazul detecției de fluorescență lungimile de undă variază astfel – 

lungimea de undă de excitație λexc este curpinsă între 227-230 nm, iar  lungimea de undă de 

emisie λem = 290 – 312 nm. Detecția de fluorescență și metodele cu detecție MS se dovedesc a 

fi cele mai sensibile și specifice, reușind să detecteze și să cuantifice fluoxetina și metabolitul 

ei la nivele foarte mici (de ordinul ng/mL), în prezența unor substanțe care pot fi administrate 

concomitent. Datorită sensibilității mai scăzute și a lipsei specificității, detecția UV este mai 

puțin utilizată în analiza probelor biologice cu fluoxetină.  

Metodele folosite pentru prelucrarea probelor biologice (în general plasma) sunt atât 

extracțiile în fază lichidă și în fază solidă, cât şi precipitarea proteinelor. 

Nu există date care să ateste o corelație bună între nivelurile plasmatice ale fluoxetinei 

și ale metabolitului său și efectul terapeutic (88). Totuși concentraţiile plasmatice 

corespunzătoare dozelor terapeutice se regăsesc în jurul valorii de 0,4 μg/mL, fiind cuprinse 

în general între 0,15-0,5 μg/mL ( (157), (158)), iar concentraţiile plasmatice toxice ce pot 

deveni fatale sunt cuprinse în intervalul 1-6 μg/mL (158), având în vedere că aceste date sunt 

generate pe baza unui număr redus de cazuri.  Se observă ca metodele pot detecta și cuantifica 

valori mult  mai mici și sunt aplicabile pe plasmă umană şi au fost utilizate în următoarele 

scopuri:   

 studii de farmacocinetică, 

 studii de bioechivalenţă, 

 monitorizare terapeutică a pacienţilor la care se administrează fluoxetină.  

3. Metodele analitice dezvoltate 

Pentru validarea metodelor dezvoltate s-au investigat urmatorii parametrii de 

validare, conform Ghidului ICH Q2 (R1) ”Validation of Analytical Procedures: Text and 

Methodology” si Guidance for Industry - Bioanalytical Method Validation, 2013 (Draft 

Guidance). 

- Specificitate,  
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- Limită de detecție și cuantificare 

- Linearitate,  

- Acuratete,  

- Precizie, 

- Robustete, 

- Stabilitatea solutiilor. 

Pentru toate metodele sunt prezentate echipamentele si reactivii utilizați. 

3.1. Metoda HPLC de dozare a carbamazepinei din plasma umana 

utilizand nitrazepam ca standard intern 

Concentrațiile plasmatice terapeutice relativ ridicate ale carbamazepinei (4-12 

µg/mL) precum și coeficientul de absorbție mare permit utilizarea metodei de detecție UV 

pentru determinarea acestei substanțe din plasma umana. Conform literaturii de specialitate 

carbamazepina prezintă maxime de absorbție la 237 nm și la 285 nm în metanol (6). Se alege 

lungimea de undă de 285 nm (Figura 1) datorită coeficientului de absorbtivitate mai mare, dar 

și a posibilității mare reduse de interferență. 

 

Figura 1. Spectrul UV al carbamazepinei în metanol (6) 

Standardul intern ales pentru analiză este nitrazepamul, o substanță cu structură și 

proprietăți chimice asemănătoare cu carbamazepina. În Figura 2 este prezentată structura 

chimică a nitrazepamului comparativ cu cea a carbamazepinei, iar in Figura 3 spectrul UV al 

nitrazepamului în metanol. Maximul de absorbție al nitrazpamului este la 280 nm (6), deci 

adecvat pentru măsurarea absorbanței la 285 nm. 
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Figura 2. Structurile chimice ale carbamazepinei (stânga) și nitrazepamului (dreapta) 

 

Figura 3. Spectrul UV al nitrazepamului în metanol (6) 

Din punct de vedere chimic ambele substanțe au un caracter slab bazic 

(Carbamazepina prezintă un pKa = 7 iar Nitrazepamul are pKa1= 3,2 și pKa2 = 10,8 (6)) 

așadar la pH puternic bazic sunt in formă neionizată și vor partiționa în faza organică, 

nepolară, în contact cu o soluție apoasă. 

 Dezvoltarea metodei 3.1.1.

Pentru stabilirea condițiilor optime de operare au fost variați mai multi parametrii 

care influențează eluția carbamazepinei și nitrazepamului: coloana cromatografică, debitul 

fazei mobile, temperatura și compoziția fazei mobile. Pentru testele de dezvoltare de metodă 

s-a utilizat soluția de referință și de testare a sistemului cromatografic preparată conform 

capitolului Eroare! Fără sursă de referință.. 

Fazele mobile testate pentru dezvoltarea metode au avut o componentă apoasă (apă 

sau acid acetic 0,1% în apă) și o componentă organică (acetonitril sau metanol) în proporții 

diferite. 
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Testele inițiale au presupus varierea proporției între faza apoasă și solventul organic 

pornind de la compoziția apa:acetonitril = 15:85 (v/v). Separare satisfăcătoare s-a obținut la 

un conținut de 40% apă (v/v). Din acest punct s-au facut încercări de îmbunătățire a separării, 

fără a afecta însă simetria picului sau a produce scaderea eficienței (scăderea numarului de 

talere teoretice). 

Au fost testate două coloane cromatografice: Thermo® BDS Hypersil C18 4.6x125 

mm 5µm și Merck® Kromasil C18 4,6x150 mm 5 µm. Utilizand coloana BDS Hypersil s-au 

obținut rezultate mai bune din punct de vedere al rezoluție între cele doua picuri, asimetrie și 

eficiența picului. 

Debite mai mari au dus la scăderea rezoluției și a simetriei picului cromatografic. 

Așadar debitul de 1,0 mL/min s-a ales pentru continuarea studiilor. 

S-a încercat adaosul de metanol in faza mobilă în proporție de 5, 10 și 15% (v/v), 

înlocuind aceeași proporție de apă, păstrând cantitatea de acetonitril neschimbată. Timpul de 

retenție a scăzut atât pentru carbamazepină cât și pentru nitrazepam, concomitent cu scăderea 

rezoluției și a simietriei picurilor (Figura 4 și Figura 5). 

 

Figura 4. Variația asimetriei cu modificarea procentului de metanol – metoda de deteminare a 

carbamazepinei din plasmă utilizând ca standard intern nitrazepamul 
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Figura 5. Variația rezoluției cu modificarea procentului de metanol – metoda de deteminare a 

carbamazepinei din plasmă utilizând ca standard intern nitrazepamul 

Acetonitrilul a ramas singurul solvent organic utilizat în faza mobilă. Compoziția 

finală aleasă a fost apă:acetonitril = 55:45 (v/v) deoarece pentru aceasta s-au obținut valori 

satisfăcătoare pentru parametrii de performanță cromatocrafici (simetrie, rezoluțiem, talere 

teoretice) dar și un timp de analiză redus. Temperatura din compartimentul coloanei, la care 

are loc procesul de partiție din coloană, a fost setată la 22°C. Temperaturi mai mari au dus la 

creșterea coeficientului de asimetrie și la scaderea rezoluției (Figura 6 și Figura 7). 

 

Figura 6. Variația rezoluției cu modificarea temperaturii și a procentului de acetonitril – 

metoda de deteminare a carbamazepinei din plasmă utilizând ca standard intern nitrazepamul  
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Figura 7. Variația asimetriei cu modificarea temperaturii și a procentului de acetonitril – 

metoda de deteminare a carbamazepinei din plasmă utilizând ca standard intern nitrazepamul  

După selectarea parametrilor separării cromatografice s-au facut teste pentru a 

determina cea mai bună metodă de extracție. În Figura 8 se poate vedea o cromatogramă 

reprezentativă pentru metoda aleasă. 

 

 

Figura 8. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

carbamazepinei din plasmă utilizând ca standard intern nitrazepamul. 
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S-au testat extracții lichid-lichid cu diclormetan și acetat de etil la pH alcalin precum 

și precipitarea proteinelor cu acetonitril. S-au efectuat câte două probe per condiție. Cele mai 

bune rezultate privind recuperarea, deviația relativă standard (RSD, %) între probe și aspectul 

cromatogramei s-a obținut pentru acetat de etil. Astfel metoda de extracție selectată a fost 

extracția lichid-lichid cu acetat de etil, în mediul bazic (Tabelul 1). 

S-a ales utilizarea pH-ului bazic datorita caracterului acido-bazic al celor doi analiți 

discutat anterior (slab bazic). Forma mai liposolubilă se obține la pH ridicat (bazic) și va 

partiționa preponderent în faza organică.  

Tabelul 1. Teste de extracție pentru meoda de dozare a carbamazepinei utilizând ca standard 

intern nitrazepamul. 

Solvent organic Recuperare, % RSD, % 

Diclorometan 110,54 34,3 

Acetat de etil 96,28 2,6 

Acetonitril 95,98 6,9 

 

În  

Figura 9, Figura 10 și Figura 11 sunt prezentate cromatogame obținute la testele de 

extracție. 
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Figura 9. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

carbamazepinei din plasmă utilizând ca standard intern nitrazepamul – extracție cu acetat de 

etil/amoniac. 

 

Figura 10. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

carbamazepinei din plasmă utilizând ca standard intern nitrazepamul – extracție cu 

diclormetan/amoniac. 



16 / 71 

 

 

Figura 11. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

carbamazepinei din plasmă utilizând ca standard intern nitrazepamul – precipitare cu 

acetonitril. 

 Validarea metodei analitice 3.1.2.

3.1.2.1. Specificitate / selectivitate 

Cromatogramele obținute pentru solutiile testate au evidențiat faptul ca nu există 

componente în plasmă care să interfere cu cei doi analiți. De asemenea cromatograma soluției 

extrase din plasmă cu adaos de standard intern arată lipsa interferențelor cu carbamazepina, 

analitul principal. 

Carbamazepina se administreaza în monoterapie așadar nu este nevoie de testarea 

altor substanțe pentru interferențe. Cu toate acestea dacă pacienții testați sunt sub tratament 

pentru alte afecțiuni, posibilitatea interferențelor trebuie testată de la caz la caz. 
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Figura 12. Cromatograma reprezentativa pentru soluția extrasă din plasmă (soluția martor 

M1) – metoda de deteminare a carbamazepinei din plasmă utilizând ca standard intern 

nitrazepamul 

 

Figura 13. Cromatograma reprezentativa pentru soluția extrasă din plasmă cu standard intern 

- nitrazepam (soluția martor M2) – metoda de deteminare a carbamazepinei din plasmă 

utilizând ca standard intern nitrazepamul 

3.1.2.2.  Liniaritate 

Coeficientul de corelație obținut este mai mare decât 0,99, criteriul de acceptabilitate 

pentru liniaritate, respectiv 0,9995. 
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În Figura 15 sunt prezentate cromatogramele suprapuse pentru fiecare soluție 

preparată pentru parametrul liniaritate. 

 

Figura 14. Curba de calibrare pentru carbamazepină (0.1-20.0 µg carbamazepina/mL) – 

metoda de deteminare a carbamazepinei din plasmă utilizând ca standard intern nitrazepamul 

 

Figura 15. Cromatograme reprezentative (suprapuse) preparate pentru parametrul liniaritate 

(0.1-20.0 µg carbamazepina/mL) – metoda de analiză a carbamazepinei, utilizând ca standard 

intern nitrazepam 
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3.1.2.3. Acuratețe și precizie 

Tabelul 2. Rezultatele obținute pentru parametrii precizie și acuratețe – validarea 

metodei de dozare a carbamazepinei utilizând ca standard intern nitrazepamul  

  Concentrație, µg/mL 
Recuperare, 

% 

Deviație relativă standard, 

% 
 

   Reală 
Obținută (media pentru cele cinci 

probe) 

Ziua 

1 

   0,100 0,104 104,0 7,2 

   11,988 12,591 105,0 2,7 

   19,980 19,742 98,8 0,9 

Ziua 

2 

   0,102 0,091 89,2 12,2 

   12,228 12,179 99,6 3,7 

   20,155 21,344 105,9 2,1 

 

În Figura 16, Figura 17 și Figura 18 sunt prezente cromatograme representative 

pentru parametrii precizie și acuratețe. 

 

Figura 16. Cromatogramă reprezentativă pentru soluția de acuratețe/precizie de concentrația 

0.1 µg carbamazepina/mL – metoda de deteminare a carbamazepinei din plasmă utilizând ca 

standard intern nitrazepamul 
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Figura 17. Cromatogramă reprezentativă pentru soluția de acuratețe/precizie de concentrația 

12 µg carbamazepina/mL – metoda de deteminare a carbamazepinei din plasmă utilizând ca 

standard intern nitrazepamul 

 

Figura 18. Cromatogramă reprezentativă pentru soluția de acuratețe/precizie de concentrația 

20 µg carbamazepina/mL – metoda de deteminare a carbamazepinei din plasmă utilizând ca 

standard intern nitrazepamul 

3.1.2.4. Limita of cuantificare 

S-au preparat diferite diluții din soluția stoc de carbamazepină pentru a obține un pic 

cu raportul semnal/zgomot de aproximativ 10. Concentrația astfel determinata (0,1 µg 

carbamazepină/mL) a fost confirmată prin testele de liniaritate, acuratețe și precizie. 
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Cromatograma reprezentativă - Figura 16. 

 Concluzii 3.1.3.

Metoda de dozare a carbamazepinei din plasmă a fost dezvoltată ținând cont de 

proprietățile analiților, de necesitatea unui timp scurt de analiză și de obținerea unor indici de 

performanță cromatografici cu valori adecvate. S-a determinat astfel că analiza optimă se 

desfășoară utilizând coloana cromatografică BDS Hypersil C18, 125*4.6 mm, 5 µm cu faza 

mobilă formată din apă și acetonitril în proporția 55:45 (v/v), eluție izocratică, temperatura de 

22°C și debit de 1 mL/min. Timpul de analiză este de 5 minute. 

Metoda de extracție optimă este extracția lichid-lichid cu acetat de etil și alcalinizare 

cu amoniac 25%. Standardul intern ales este o substanță cu structură chimică similară 

carbamazepinei – nitrazepamul. 

Metoda analitică astfel dezvoltată a fost validată cu succes, fiind îndeplinite toate 

criteriile de acceptabilitate.  

Domeniul de concentrații în care metoda poate fi utilizată cu acuratețe și precizie 

adecvată este cuprins între 0,1 µg/mL și 20 µg/mL, interval ce cuprinde intervalul terapeutic. 

Metoda este specifică, fără interferențe din plasmă. 

Robustețea metodei a fost demonstrată pentru variații obișnuite ale parametrilor de 

lucru astfel: debitul între 0,9 mL/min și 1,1 mL/min, temperatura de separare (din coloana 

cromatografică între 20°C și 30°C și compoziția fazei mobile apă:acetonitril între 50:50 (v/v) 

și 60:40 (v/v). 

Soluțiile sunt stabile într-un interval rezonabil de timp fapt ce permite analiza 

ulterioară a probelor în cazul în care apar situații neprevăzute (oprirea echipamentului, erori 

de sistem etc.) sau daca probele nu pot fi analizate imediat. 

Metoda de analiză este scurta (5 minute) permițând determinarea unui număr mare 

de probe într-un timp relativ scurt. Se pot obține astfel rezultate foarte rapid. 

3.2. Metoda HPLC de dozare a carbamazepinei din plasma umana 

utilizand trimipramină ca standard intern 

Pentru această metodă s-a selectat trimipramina ca standard intern. Maximul de 

absorbție al trimipraminei este 250 nm (Figura 19). La această lungime de undă 

carbamazepina are un minim de absorbție (Figura 1), dar datorită coeficientului mare de 
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absorbție în UV, se poate folosi și această lungime de undă pentru obținerea unui răspuns 

analitic stabil și reproductibil, fără a afecta sensibilitatea metodei. 

 

Figura 19. Spectrul UV al trimipraminei în (soluție apoasă, acidă) (6) 

Din punct de vedere chimic, trimipramina are o structură similară cu carbamazepina 

(Figura 19). Ambele substanțe au un caracter slab bazic (Carbamazepina prezintă un pKa = 7 

iar Trimipramina pKa= 7,7 (1)) așadar la pH puternic bazic sunt in formă neionizată și vor 

partiționa în faza organică, nepolară, în contact cu o soluție apoasă. 

N

O NH2  

N

N

CH3

CH3

CH3

 

Figura 20. Structurile chimice ale carbamazepinei (stânga) și trimipraminei (dreapta) 

 Dezvoltarea metodei 3.2.1.

Pentru stabilirea condițiilor optime de operare au fost variați mai multi parametrii 

care influențează eluția carbamazepinei și trimipraminei: coloana cromatografică, debitul 

fazei mobile, temperatura și compoziția fazei mobile. Pentru aceste teste s-a utilizat soluția de 

referință și de testare a sistemului cromatografic preparată conform capitolului Eroare! Fără 

sursă de referință.. 
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Dacă se utilzează o fază mobilă simplă formată din apă și acetonitril trimipramina 

pare că nu eluează. De fapt retenția compusului pe coloană este atât de puternică încât nu se 

poate detecta semnalul datorită unui fenomen numit ”band broadening” care este foarte 

accentuat în acest caz și produce eluția în câteva minute. Astfel picul este foarte lat și cu o 

înălțime așa de mică încât se confundă cu linia de bază. 

Astfel trebuie modificată faza mobilă astfel încât să crească afinitatea trimipraminei 

pentru aceasta și echilibrul cromatografic se deplaseze dinspre faza staționară. 

S-a testat ca fază apoasă acid acetic 0,1% (pH aproximativ 2,5) împreună cu 

acetonitril dar nu s-au obtinut picuri cu asimetrie corespunzătoare. La adaos de trietilamină 

însă s-au obținut picuri cu o formă adecvată și cu simetrie si eficiență crescute. Acest lucru se 

datorează și faptului că trietilamina, pe lângă creșterea tăriei ionice și asigurarea pH-ului fazei 

apoase, are și rolul de formator de perechi de ioni ducând la modificarea retenției 

trimipraminei prin blocarea grupelor silanol libere din coloana cromatografică. 

S-a ales ca fază mobilă apoasă trietilamină (TEA) 10 mM ajustată la pH 2,4 cu acid 

fosforic. S-au testat două coloane cromatografice: Thermo
®

 BDS Hypersil C18 4,6x125 mm, 

5µm și Merck
®
 Kromasil C18 4,6x150 mm, 5 µm. Dintre cele două coloane, cu BDS Hypersil 

s-au obținut rezultate mai bune din punct de vedere al simetriei picului trimipraminei, dar și al 

carbamazepinei și din punct de vedere al rezoluției. 

Dezvoltarea metodei a continuat prin creșterea treptată procentului fazei apoase 

pornind de la procentul inițial de faza apoasă : acetonitril = 15:85 (v/v). Separare 

satisfăcătoare s-a obținut la un conținut de 60% fază apoasă (v/v). Acetonitrilul s-a ales ca 

solvent organic deoarece prezintă rezultate mai bune privind timpul de retenție, simetria 

picurilor și eficiența. 

Creșterea temperaturii coloanei cromatografice și a debitului fazei mobile 

influențează negativ analiza cromatografică din punct de vedere al rezoluției. Debitul crescut 

poate îmbunătăți simetria picului de trimipramină, însă efectul este neglijabil. Temperatura 

crescută afectează de asememea simetria picurilor. Grafice care prezintă variația unor 

parametrii de performanță în funcție de parametrii de operare cromatografici sunt prezentate 

in Figura 21, Figura 22, Figura 23, Figura 24, Figura 25 și Figura 26. 
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Figura 21. Variația asimetriei cu modificarea procentului de acetonitril la 22°C temperatură 

pe coloană și debit de 1 mL/min – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard 

intern trimipramina 

 

 

Figura 22. Variația rezoluției cu cu temperatura pentru un procent de 40% acetonitril (v/v) și 

un debit de 1 mL/min – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 
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Figura 23. Variația rezoluției cu procentul de acetonitril la 22°C temperatură pe coloană și 

debit de 1 mL/min – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 

 

Figura 24. Variația rezoluției cu modificarea temperaturii la un debit de 1 mL/min și procent 

the 50% v/v acetonitril – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 
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Figura 25. Variația rezoluției cu modificarea debitului la temperatura de 22°C și procent the 

40% v/v acetonitril – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 

 

 

Figura 26. Variația asimetriei cu modificarea debitului la temperatura de 22°C și procent the 

40% v/v acetonitril – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 

În Figura 27 se poate vedea o cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă. 
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Figura 27. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

carbamazepinei utilizand ca standard intern trimipramina. 

S-au testat extracții lichid-lichid cu n-hexan și acetat de etil la pH alcalin asigurat de 

amoniac sau carbonat acid de sodiu. S-au efectuat câte două probe per condiție. Cele mai bune 

rezultate privind recuperarea, deviația relativă standard (RSD, %) între probe și aspectul 

cromatogramei s-a obținut pentru acetat de etil cu amoniac. Astfel metoda de extracție 

selectată a fost extracția lichid-lichid cu acetat de etil, în mediul bazic (Tabelul 3). 

S-a ales utilizarea pH-ului bazic datorita caracterului acido-bazic al celor doi analiți 

discutat anterior (slab bazic). Forma mai liposolubilă se obține la pH ridicat (bazic) și va 

partiționa preponderent în faza organică.  

Tabelul 3. Teste de extracție pentru meoda de dozare a carbamazepinei utilizând ca standard 

intern trimipramina 

Solvent organic Agent alcalinizant Recuperare, % RSD, % 

n-Hexan Amoniac 100,88 8,7 

Acetat de etil Amoniac 101,79 1,5 

n-Hexan Carbonat acid de sodiu 96,32 0,6 

Acetat de etil Carbonat acid de sodiu 100,72 2,8 

În Figura 28, Figura 29, Figura 30 și Figura 31 sunt prezentate cromatogame 

obținute la testele de extracție. 
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Figura 28. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

carbamazepinei utilizand ca standard intern trimipramina – extracție cu acetat de etil/amoniac. 

 

Figura 29. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

carbamazepinei utilizand ca standard intern trimipramina – extracție cu acetat de etil/carbonat 

acid de sodiu. 
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Figura 30. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

carbamazepinei utilizand ca standard intern trimipramina – extracție cu n-hexan/amoniac. 

 

Figura 31. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

carbamazepinei utilizand ca standard intern trimipramina – extracție cu n-hexan/carbonat acid 

de amoniu. 
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 Validarea metodei analitice 3.2.2.

3.2.2.1. Specificitate / selectivitate 

Cromatogramele obținute pentru solutiile testate au evidențiat faptul ca nu există 

componente în plasmă care să interfere cu cei doi analiți. De asemenea cromatograma soluției 

extrase din plasmă cu adaos de standard intern arată lipsa interferențelor cu carbamazepina, 

analitul principal. 

Carbamazepina se administreaza în monoterapie așadar nu este nevoie de testarea 

altor substanțe pentru interferențe. Cu toate acestea dacă pacienții testați sunt sub tratament 

pentru alte afecțiuni, posibilitatea interferențelor trebuie testată de la caz la caz. 

 

Figura 32. Cromatograma reprezentativa pentru soluția extrasă din plasmă (soluția martor 

M1) – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard intern trimipramina 
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Figura 33. Cromatograma reprezentativa pentru soluția extrasă din plasmă cu standard intern 

- trimipramina (soluția martor M2) – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard 

intern trimipramina 

3.2.2.2.  Liniaritate 

Coeficientul de corelație obținut este mai mare decât 0,99, criteriul de acceptabilitate 

pentru liniaritate, respectiv 0,9999. 

În Figura 35 sunt prezentate cromatogramele suprapuse pentru fiecare soluție 

preparată pentru parametrul liniaritate. 
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Figura 34. Curba de calibrare pentru carbamazepină (0.2-20.0 µg carbamazepină/mL) – 

metoda de analiză a carbamazepinei, utilizând ca standard intern trimipramina 

 

Figura 35. Cromatograme reprezentative (suprapuse) preparate pentru parametrul liniaritate 

(0.2-20.0 µg carbamazepina/mL) – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard 

intern trimipramina 

3.2.2.3. Acuratețe și precizie 

Tabelul 4. Rezultatele obținute pentru parametrii precizie și acuratețe – validarea 

metodei de dozare a carbamazepinei, utilizând trimipramina ca standard intern 

  Concentrație, µg/mL 
Recuperare, 

% 

Deviație relativă standard, 

% 
 

   Reală 
Obținută (media pentru cele cinci 

probe) 

Ziua 

1 

   0,204 0,211 103,4 7,8 

   12,200 12,660 103,8 2,0 

   20,400 22,420 109,9 5,7 

Ziua 

2 

   0,204 0,215 105,4 14,4 

   12,200 11,100 91,0 5,2 

   20,400 21,840 107,1 1,5 

 

În Figura 36, Figura 37 și Figura 38 sunt prezente cromatograme representative 

pentru parametrii precizie și acuratețe. 
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Figura 36. Cromatogramă reprezentativă pentru soluția de acuratețe/precizie de concentrația 

0.1 µg carbamazepina/mL – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 

 

Figura 37. Cromatogramă reprezentativă pentru soluția de acuratețe/precizie de concentrația 

12 µg carbamazepina/mL – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 
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Figura 38. Cromatogramă reprezentativă pentru soluția de acuratețe/precizie de concentrația 

20 µg carbamazepina/mL – metoda de dozare a carbamazepinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 

3.2.2.4. Limita of cuantificare 

S-au preparat diferite diluții din soluția stoc de carbamazepină pentru a obține un pic 

cu raportul semnal/zgomot de aproximativ 10. Concentrația astfel determinata (0,2 µg 

carbamazepină/mL) a fost confirmată prin testele de liniaritate, acuratețe și precizie. 

Cromatograma reprezentativă – Figura 36. 

 Concluzii 3.2.3.

Metoda de dozare a carbamazepinei din plasmă a fost dezvoltată ținând cont de 

proprietățile analiților, de necesitatea unui timp scurt de analiză și de obținerea unor indici de 

performanță cromatografici cu valori adecvate. S-a determinat astfel că analiza optimă se 

desfășoară utilizând coloana cromatografică BDS Hypersil C18, 125*4.6 mm, 5 µm cu faza 

mobilă formată din soluție tampon fosfat de trietilamoniu pH 2,4 și acetonitril în proporția 

60:40 (v/v), eluție izocratică, temperatura de 25°C și debit de 1 mL/min. Timpul de analiză 

este de 7 minute. 

Metoda de extracție optimă este extracția lichid-lichid cu acetat de etil și alcalinizare 

cu amoniac 25%. Standardul intern ales este o substanță cu structură chimică similară 

carbamazepinei – trimipramina. 
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Metoda analitică astfel dezvoltată a fost validată cu succes, fiind îndeplinite toate 

criteriile de acceptabilitate.  

Domeniul de concentrații în care metoda poate fi utilizată cu acuratețe și precizie 

adecvată este cuprins între 0,2 µg/mL și 20 µg/mL, interval ce cuprinde intervalul terapeutic. 

Metoda este specifică, fără interferențe din plasmă. 

Robustețea metodei a fost demonstrată pentru variații obișnuite ale parametrilor de 

lucru astfel: debitul între 0,9 mL/min și 1,1 mL/min, temperatura de separare (din coloana 

cromatografică între 20°C și 30°C și compoziția fazei mobile apoase (soluția 

tampon):acetonitril între 62:38 (v/v) și 55:45 (v/v). 

Soluțiile sunt stabile într-un interval rezonabil de timp fapt ce permite analiza 

ulterioară a probelor în cazul în care apar situații neprevăzute (oprirea echipamentului, erori 

de sistem etc.) sau daca probele nu pot fi analizate imediat. 

Metoda de analiză este scurta (7 minute) permițând determinarea unui număr mare 

de probe într-un timp relativ scurt. Se pot obține astfel rezultate foarte rapid. 

Metoda poate fi aplicată așadar pentru monitorizarea terapeutică, studii de 

farmacocinetică sau studii clinice. 

3.3. Metoda de dozare a fluoxetinei din plasma umana utilizand 

trimipramina ca standard intern 

Eficacitatea terapeutică a fluoxetinei se obține, conform literaturii de specialitate la 

concentrații cuprinse în general între 0,15 µg/mL și 0,5 µg/mL. Aceste concentrații sunt mult 

prea mici, iar acest lucru cuplat cu coeficientul mic de absorbție al substanței duce la 

imposibilitatea utilizării detecției UV. Fluoxetina prezintă însă fluorescență cu excitare la 230 

nm și emisie la 290 nm. Asadar pentru a putea folosi detecția de fluorescență trebuie utilizat 

un standard intern care sa aibă aceleași proprietăți. Datele de literatură arată ca imipramina are 

lungimea de undă de excitare la 240 nm și emisie la 370 nm. Ca standard intern s-a utilizat un 

compus foarte similar structural și anume trimipramina. 

Fluoxetina și trimipramina sunt asemanătoare din punct de vedere al structurii 

chimice (Figura 39). Amandouă sunt substanțe cu caracter slab bazic (fluoxetina are un pKa 

estimat la 9,8 (173)  iar trimipramina are pKa= 7,7 (6)). La pH puternic bazic amandouă 

substanțele vor fi în forma neionizată și vor partiționa în faza organică, nepolară, la contactul 

cu faza apoasă. 
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Figura 39. Structurile chimice ale fluoxetinei (stânga) și trimipraminei (dreapta) 

 Dezvoltarea metodei 3.3.1.

Pentru stabilirea condițiilor optime de operare au fost variați mai multi parametrii 

care influențează eluția celor doi compuși: coloana cromatografică, debitul fazei mobile, 

temperatura și compoziția fazei mobile. S-a pus accent pe o separare foarte bună datorită 

necesității detecției fluorescente diferențiate. 

S-a incercat utilizarea a două faze apoase la pH acid (amandoi compușii sunt în 

forma ionizată și au astfel o retenție mai redusă, ducând la obținerea unui timp de analiză mai 

scurt și de asemenea se prelungește și durata de viață a coloanei care este mai rezistentă la 

pH-uri mici, acide) și a doi solvenți organici: metanol și acetonitril. Fazele apoase sunt acid 

acetic 0,1% (pH aproximativ 2,5) și trietilamină10 mM ajustată la pH 2,4 cu acid fosforic. 

Observațiile privind eluția trimipraminei discutate la Capitolul 3.2.1 se aplică și în 

acest caz. S-a ales ca fază mobilă apoasă trietilamină (TEA) 10 mM ajustată la pH 2,7 cu acid 

fosforic. Faza apoasă cu acid acetic (acid carboxilic) a prezentat interferențe cu detecția de 

fluorescență. S-au testat patru coloane cromatografice: Thermo
®
 BDS Hypersil C18 4,6x125 

mm, 5µm, Thermo
® 

Hypersil Gold 4,6x150 mm 5µm, Agilent
®
 Zorbax Extend C18 4,6x250 

mm 5µm și Merck
®

 Kromasil C18 4,6x150 mm, 5 µm 

Dintre coloanele testate, Hypersil Gold a obținut rezultate mai bune din punct de 

vedere al simetriei picurilor, dar și al rezoluției și eficienței.. 

Dezvoltarea metodei a continuat prin creșterea treptată procentului fazei apoase 

pornind de la procentul inițial de faza apoasă : acetonitril = 15:85 (v/v). Separare 

satisfăcătoare s-a obținut la un conținut de 65% fază apoasă (v/v). Acetonitrilul s-a ales ca 
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solvent organic deoarece prezintă rezultate mai bune privind timpul de retenție, simetria 

picurilor și eficiența (Figura 40 și Figura 41). 

 

Figura 40. Variația rezoluției cu modificarea procentului de acetonitril și cu debitul – metoda 

de dozare a fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina 

 

Figura 41. Variația timpului de analiză cu modificarea procentului de acetonitril și cu debitul 

– metoda de dozare a fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina 
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Pentru setarea condițiilor optime s-a ținut cont atât de rezoluția dintre cele două 

picuri care să permită detecția de fluorescență diferită dar și un timp de analiză redus care să 

permită testarea unui număr mare de probe. Astfel, deși la un procent mai mare de faza apoasă 

separarea este mai bună are loc și creșterea substanțiala a timpului de analiză (la fiecare 5% in 

plus la faza mobilă apoasă, timpul de analiză practic se dublează). Astfel se alege procentul de 

65% de fază mobilă apoasă unde separarea este suficientă, la un timp de analiză rezonabil  (12 

minute). 

Se observă  ca o creștere a debitului duce la obținerea unui timp de analiză redus, așa 

cum era de altfel de așteptat dar produce de asemenea scăderea rezoluției între cele două 

picuri. De asemenea creșterea debitului duce la scăderea eficienței. 

Creșterea temperaturii nu are efecte semificative asupra analizei cromatografice 

(Figura 43) cu excepția reducerii nesemnificative a timpului de analiză. 

 

Figura 42. Variația HEPT cu debitul pentru fluoxetină și trimipramină  – metoda de dozare a 

fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina 
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Figura 43. Variația rezoluției cu modificarea procentului de acetonitril și cu temperatura  – 

metoda de dozare a fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina 

 

Figura 44. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru determinarea 

fluoxetinei utilizând ca standard intern trimipramina. 
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între probe și aspectul cromatogramei s-a obținut pentru n-hexan cu amoniac. Restul 

solvenților fie au prezentat interferențe cu compușii analizați, fie au prezentat rezultate 

aberante ale recuperării. De asemenea alcalinizarea cu carbonat acid de sodiu a prezentat 

rezultate mai slabe din punct de vedere al recuperarii. 

Astfel metoda de extracție selectată a fost extracția lichid-lichid cu n-hexan, în 

mediul bazic asigurat de amoniac. În Figura 45, Figura 46, Figura 47, Figura 48 și Figura 

49 sunt prezentate cromatogame obținute la testele de extracție. 

 

Figura 45. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina – extracție cu acetat de etil/amoniac. 
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Figura 46. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina – extracție cu diclormetan/amoniac. 

 

Figura 47. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina – extracție cu cloroform/amoniac. 
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Figura 48. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru  metoda de dozare a 

fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina – extracție cu n-hexan/carbonat acid de 

sodiu. 

 

Figura 49. Cromatogramă reprezentativă pentru metoda aleasă pentru metoda de dozare a 

fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina – extracție cu n-hexan/amoniac. 
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 Validarea metodei analitice 3.3.2.

3.3.2.1. Specificitate / selectivitate 

Cromatogramele obținute pentru solutiile testate au evidențiat faptul ca nu există 

componente în plasmă care să interfere cu cei doi analiți. De asemenea cromatograma soluției 

extrase din plasmă cu adaos de standard intern arată lipsa interferențelor cu fluoxetina, 

analitul principal. 

Fluoxetina se administrează în monoterapie așadar nu este nevoie de testarea altor 

substanțe pentru interferențe. Cu toate acestea dacă pacienții testați sunt sub tratament pentru 

alte afecțiuni, posibilitatea interferențelor trebuie testată de la caz la caz. Avantajul acestei 

metode este foarte vizibil în acest caz datorită specificității sale. Este foarte puțin probabil ca 

o substanță să prezinte aceleași lungimi de undă de excitație și de emisie astfel încât să poată 

interfera cu analiții. 

 

Figura 50. Cromatograma reprezentativa pentru soluția extrasă din plasmă (soluția martor 

M1) –  metoda de dozare a fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina 
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Figura 51. Cromatograma reprezentativa pentru soluția extrasă din plasmă cu standard intern 

- trimipramină (soluția martor M2) – metoda de dozare a fluoxetinei utilizand ca standard 

intern trimipramina 

 

Figura 52. Cromatograma reprezentativa pentru soluția extrasă din plasmă îmbogățită cu 

fluoxetina la 1000 ng/mL fără standard intern (soluția martor M3) – metoda de dozare a 

fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina 
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3.3.2.2. Liniaritate 

Coeficientul de corelație obținut este mai mare decât 0,99, criteriul de acceptabilitate 

pentru liniaritate respectiv 0,9961. 

În Figura 54 sunt prezentate cromatogramele suprapuse pentru fiecare soluție 

preparată pentru parametrul liniaritate. 

 

Figura 53. Curba de calibrare pentru fluoxetină (5,0-1000 ng fluoxetină/mL) – metoda de 

dozare a fluoxetinei utilizand ca standard intern trimipramina 
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Figura 54. Cromatograme reprezentative (suprapuse) preparate pentru parametrul liniaritate 

(5,0-1000 ng fluoxetină/mL) – metoda de dozare a fluoxetinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 

3.3.2.3. Acuratețe și precizie 

Tabelul 5. Rezultatele obținute pentru parametrii precizie și acuratețe – validarea 

metodei de dozare a fluoxetinei, utilizând trimipramină ca standard intern 

  Concentrație, ng/mL 
Recuperare, 

% 

Deviație relativă standard, 

% 
 

   Reală 
Obținută (media pentru cele cinci 

probe) 

Ziua 

1 

   10,019 10,630 106,1 8,1 

   100,191 104,804 104,6 5,4 

   500,954 469,982 93,8 4,8 

   1001,908 1029,948 102,8 2,0 

Ziua 

2 

   10,019 10,644 106,2 8,3 

   100,191 102,817 102,6 8,7 

   500,954 458,633 91,6 3,0 

   1001,908 1106,599 110,4 2,9 

 

În Figura 55, Figura 56, Figura 57 și Figura 58 sunt prezente cromatograme 

representative pentru parametrii precizie și acuratețe. 



47 / 71 

 

 

Figura 55. Cromatogramă reprezentativă pentru soluția de acuratețe/precizie de concentrația 

10 ng fluoxetină/mL – metoda de dozare a fluoxetinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 

 

Figura 56. Cromatogramă reprezentativă pentru soluția de acuratețe/precizie de concentrația 

100 ng fluoxetină/mL – metoda de dozare a fluoxetinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 
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Figura 57. Cromatogramă reprezentativă pentru soluția de acuratețe/precizie de concentrația 

500 ng fluoxetină/mL – metoda de dozare a fluoxetinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 

 

Figura 58. Cromatogramă reprezentativă pentru soluția de acuratețe/precizie de concentrația 

1000 ng fluoxetină/mL – metoda de dozare a fluoxetinei utilizand ca standard intern 

trimipramina 
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3.3.2.4. Limita of cuantificare 

S-au preparat diferite diluții din soluția stoc de fluoxetină pentru a obține un pic cu 

raportul semnal/zgomot de aproximativ 10. Concentrația astfel determinata (10 ng 

fluoxetină/mL) a fost cofirmată prin testele de liniaritate, acuratețe și precizie. 

Cromatograma reprezentativă - Figura 55. 

 Concluzii 3.3.3.

Metoda de dozare a fluoxetinei din plasmă a fost dezvoltată ținând cont de 

proprietățile analiților, de necesitatea unui timp scurt de analiză și de obținerea unor indici de 

performanță cromatografici cu valori adecvate. S-a determinat astfel că analiza optimă se 

desfășoară utilizând coloana cromatografică Hypersil Gold, 150x4.6 mm, 5 µm cu faza 

mobilă formată din soluție tampon fosfat de trietilamoniu pH 2,4 și acetonitril în proporția 

65:35 (v/v), eluție izocratică, temperatura de 25°C și debit de 1 mL/min. Timpul de analiză 

este de 12 minute. 

Metoda de extracție optimă este extracția lichid-lichid cu n-hexan și alcalinizare cu 

amoniac 25%. Standardul intern ales este o substanță cu structură chimică similară 

carbamazepinei – trimipramina. 

Metoda analitică astfel dezvoltată a fost validată cu succes, fiind îndeplinite toate 

criteriile de acceptabilitate.  

Domeniul de concentrații în care metoda poate fi utilizată cu acuratețe și precizie 

adecvată este cuprins între 0,01 µg/mL (10 ng/mL) și 1 µg/mL (1000 ng/mL), interval ce 

cuprinde intervalul terapeutic. 

Metoda este specifică, fără interferențe din plasmă. Specificitatea sporită a metodei 

este datorată metodei de detecție prin fluorescență, lungimile de undă fiind specifice pentru 

analiții de interes. 

Robustețea metodei a fost demonstrată pentru variații obișnuite ale parametrilor de 

lucru astfel: debitul între 0,9 mL/min și 1,1 mL/min, temperatura de separare (din coloana 

cromatografică între 20°C și 30°C, compoziția fazei mobile soluție tampon:acetonitril între 

66:34 (v/v) și 64:36 (v/v) și pH-ul soluției tampon între 2,24 și 2,34. 

Soluțiile sunt stabile într-un interval rezonabil de timp fapt ce permite analiza 

ulterioară a probelor în cazul în care apar situații neprevăzute (oprirea echipamentului, erori 

de sistem etc.) sau daca probele nu pot fi analizate imediat. 
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Metoda de analiză este scurta (12 minute) permițând determinarea unui număr mare 

de probe într-un timp relativ scurt. Se pot obține astfel rezultate foarte rapid. 

Metoda poate fi aplicată așadar pentru monitorizarea terapeutică, studii de 

farmacocinetică sau studii clinice. 

4. Analiza unor probe de plasmă provenite de la pacienți tratați 

cu carbamazepină de la Spitalul de Psihiatrie ”Sfânta 

Maria” Vedea 

Pentru aceaste evaluari s-a utilziat metoda de dozare a carbamazepinei din plasmă 

utilizând trimipramina ca standard intern. 

Date referitoare la pacienții testați se regăsesc în Tabelul 6, Tabelul 7  și Tabelul 8. 

Tabelul 6. Date referitoare la pacienții de la Spitalul de Psihiatrie ”Sfânta Maria” Vedea 

Pacient Vârstă Sex Diagnostic 
Doză Carbamazepina (200 

mg/administrare) D+P+S 

1 45 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

2 50 M SP 1 + 1 + 1 (600 mg/zi) 

3 47 F SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

4 31 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

5 29 M SP 1 + 1 + 1 (600 mg/zi) 

6 27 M RMS 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

7 49 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

8 56 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

9 61 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

10 67 F SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

11 63 M RMS/TC 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

12 42 M RM 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

13 42 F SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

14 58 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

15 47 F RM 1 + 1 + 1 (600 mg/zi) 

16 56 F SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

17 45 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

18 61 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

19 34 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

20 47 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

21 47 F SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

22 77 F SP 1 + 1 + 1 (600 mg/zi) 
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Pacient Vârstă Sex Diagnostic 
Doză Carbamazepina (200 

mg/administrare) D+P+S 

23 64 M TOP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

24 60 M TOP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

25 57 M TOP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

26 64 M TOP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

27 50 M Demență 1 + 1 + 1 (600 mg/zi) 

28 38 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

29 44 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

30 58 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

31 43 M SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

32 39 F RM 0,5 + 0,5 + 1 (400 mg/zi) 

33 42 M SP 1 + 1 + 1 (600 mg/zi) 

34 50 F SP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

35 59 F SP 0 + 0 + 1 (200 mg/zi) 

36 45 M TOP 1 + 0 + 1 (400 mg/zi) 

37 46 M SP 1 + 1 + 1 (600 mg/zi) 

SP – schizofrenie paranoida 

RM(S) – retard mintal (sever) 

TC – tulburare de comportament 

TOP – tulburare organică de personalitate 

Tabelul 7. Rezultate obținute pentru pacienții testați (1-27) 

Pacient 
Carbamazepină, µg/mL 

03-04.04.2017 10-11.04.2017 18.04.2017 02.05.2017 09.05.2017 

1 5,9 10,3 - 6,9 3,7 

2 7,8 15,2 - 10,3 11,2 

3 6,2 13,9 - 6,8 5,8 

4 7,7 11,8 - 8,6 11,5 

5 8,6 11,5 - 8,6 9,1 

6 8,3 8,6 - 6,2 6,2 

7 6,1 7,7 - 7,1 6,8 

8 10,4 11,2 - 7,3 6,1 

9 8,7 12,0 - 8,1 8,6 

10 6,9 9,7 - 7,8 9,1 

11 8,4 15,3 - 10,6 5,7 

12 10,3 13,2 - 8,8 13,6 

13 5,5 8,2 - 6,0 6,8 

14 8,7 12,0 - 9,2 9,0 

15 6,0 11,7 - 8,7 4,9 
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Pacient 
Carbamazepină, µg/mL 

03-04.04.2017 10-11.04.2017 18.04.2017 02.05.2017 09.05.2017 

16 5,1 8,8 - 5,6 6,1 

17 11,8 13,3 - 10,9 9,4 

18 4,4 10,1 - 6,2 8,4 

19 7,4 11,5 - 5,2 5,2 

20 8,5 11,3 - 7,5 8,6 

21 4,4 6,5 - 0,8 3,5 

22 7,7 - - - - 

23 - 12,3 7,7 - - 

24 - 5,3 - - - 

25 - 10,3 - - - 

26 - 7,5 9,4 - - 

27 - 10,8 13,4 - - 

Tabelul 8. Rezultate obținute pentru pacienții testați (28-37) 

Pacient 
Carbamazepină, µg/mL 

25.05.2017 01.06.2017 

28 7,9 7,2 

29 5,4 6,6 

30 7,0 7,2 

31 8,1 7,5 

32 6,3 7,2 

33 5,0 5,1 

34 9,0 6,7 

35 5,3 5,3 

36 7,4 7,5 

37 4,3 4,9 

Probele au fost prelevate de la diferiți pacienți la mai multe intervale de timp 

conform protocolului agreat. Au existat condiții datorită cărora nu s-a putut preleva proba de 

sânge. Reprezentarea grafică a variației concentrației plasmatice a pacienților în funcție de 

timp este prezentată în Figura 59, Figura 60 și Figura 61. Cromatograme reprezentative sunt 

prezentate în Figura 62, Figura 63, Figura 64 și Figura 65 
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Figura 59. Variația concentrației plasmatice în timp pentru pacienții 1-10 

 

Figura 60. Variația concentrației plasmatice în timp pentru pacienții 11-21 
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Figura 61. Variația concentrației plasmatice în timp pentru pacienții 23 și 26-37 

 

 

Figura 62. Cromatogramă obținută pentru determinarea carbamazepinei din plasma umană, 

utilizând ca standard intern trimipramina – pacientul 1 – 03.04.2017 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

10-11.04.2017 18.04.2017 25.05.2017 01.06.2017

C
o

n
ce

n
tr

aț
ie

 c
ar

b
am

az
e

p
in

ă,
 µ

g/
m

L 
28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

23

26

27



55 / 71 

 

 

Figura 63. Cromatogramă obținută pentru determinarea carbamazepinei din plasma umană, 

utilizând ca standard intern trimipramina – pacientul 1 – 09.05.2017 

 

Figura 64. Cromatogramă obținută pentru determinarea carbamazepinei din plasma umană, 

utilizând ca standard intern trimipramina – pacientul 33 – 25.05.2017 
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Figura 65. Cromatogramă obținută pentru determinarea carbamazepinei din plasma umană, 

utilizând ca standard intern trimipramina – pacientul 33 – 01.06.2017 

4.1. Concluzii 

Datele disponibile arată că majoritatea valorilor sunt cuprinse între 4 și 12 µg/mL, 

adică în intervalul terapeutic, cu 6 valori peste 12 µg/mL și 3 valori sub 4 µg/mL, din totalul 

de 115 determinari. 

Este demonstrată așadar aplicabilitatea metodei analitice pentru determinarea 

carbamazepinei din plasmă utilizând trimipramina ca standard intern pentru analizarea 

probelor de la pacienți, în vederea monitorizării terapeutice. 

 Studiul privind determinarea concentraţiilor plasmatice ale carbamazepinei arată atât 

o variabilitate individuală semnificativă, cât şi  intraindividuală. Concentrațiile plasmatice 

variază independent de doză. Nu se poate realiza o corelare clară între doză, sex, varstă sau 

schemă de tratament. Se poate constata însă că pacienții primesc dozele corespunzătoare, iar 

puținele cazuri în care sunt observate ieșiri din concentrațiile plasmatice terapeutice nu sunt 

semnificative. 

Existenţa unei variabilităţii individuale semnificative precum și lipsa corelării cu 

doza evidenţiază importanţa monitorizării terapiei prin determinarea concentraţiilor 

plasmatice ale medicamentului, pentru reducerea incidenţei şi gravităţii efectelor toxice. 
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5. Concluziile generale 

În această lucrare am abordat o temă de importanță semnificativă pentru conceptul de 

individualizare a terapiei și anume monitorizarea terapeutică prin dezvoltarea și validarea a 

trei metode de dozare din plasmă a unor compuși care se pretează unei astfel de practici. 

Așadar in Capitolul 3 am dezvoltat o metodă de dozare a carbamazepinei din plasmă 

cu un timp scurt de analiză și cu obținerea unor indici de performanță cromatografici cu valori 

adecvate.  

S-a determinat astfel că analiza optimă se desfășoară utilizând coloana 

cromatografică BDS Hypersil C18, 125*4.6 mm, 5 µm cu faza mobilă formată din apă și 

acetonitril în proporția 55:45 (v/v), eluție izocratică, temperatura de 22°C și debit de 1 

mL/min. Timpul de analiză este de 5 minute. 

Metoda de extracție optimă este extracția lichid-lichid cu acetat de etil și alcalinizare 

cu amoniac 25%. Standardul intern ales este o substanță cu structură chimică similară 

carbamazepinei – nitrazepamul. 

Metoda analitică astfel dezvoltată a fost validată cu succes, fiind îndeplinite toate 

criteriile de acceptabilitate.  

Domeniul de concentrații în care metoda poate fi utilizată cu acuratețe și precizie 

adecvată este cuprins între 0,1 µg/mL și 20 µg/mL, interval ce cuprinde intervalul terapeutic. 

Metoda este specifică, fără interferențe din plasmă. 

Robustețea metodei a fost demonstrată pentru variații obișnuite ale parametrilor de 

lucru astfel: debitul între 0,9 mL/min și 1,1 mL/min, temperatura de separare (din coloana 

cromatografică între 20°C și 30°C și compoziția fazei mobile apă:acetonitril între 50:50 (v/v) 

și 60:40 (v/v). 

Soluțiile sunt stabile într-un interval rezonabil de timp fapt ce permite analiza 

ulterioară a probelor în cazul în care apar situații neprevăzute (oprirea echipamentului, erori 

de sistem etc.) sau daca probele nu pot fi analizate imediat. 

Metoda de analiză este scurta (5 minute) permițând determinarea unui număr mare 

de probe într-un timp relativ scurt. Se pot obține astfel rezultate foarte rapid. 

În Capitolul 3.2 am prezentat dezvoltarea celei de-a doua metode de dozare a 

carbamazepinei din plasmă, utilizând alt standard intern. S-a determinat că analiza optimă se 

desfășoară utilizând coloana cromatografică BDS Hypersil C18, 125*4.6 mm, 5 µm cu faza 

mobilă formată din soluție tampon fosfat de trietilamoniu pH 2,4 și acetonitril în proporția 
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60:40 (v/v), eluție izocratică, temperatura de 25°C și debit de 1 mL/min. Timpul de analiză 

este de 7 minute. 

Metoda de extracție optimă este extracția lichid-lichid cu acetat de etil și alcalinizare 

cu amoniac 25%. Standardul intern ales este o substanță cu structură chimică similară 

carbamazepinei – trimipramina. 

Metoda analitică astfel dezvoltată a fost validată cu succes, fiind îndeplinite toate 

criteriile de acceptabilitate.  

Domeniul de concentrații în care metoda poate fi utilizată cu acuratețe și precizie 

adecvată este cuprins între 0,2 µg/mL și 20 µg/mL, interval ce cuprinde intervalul terapeutic. 

Metoda este specifică, fără interferențe din plasmă. 

Robustețea metodei a fost demonstrată pentru variații obișnuite ale parametrilor de 

lucru astfel: debitul între 0,9 mL/min și 1,1 mL/min, temperatura de separare (din coloana 

cromatografică între 20°C și 30°C și compoziția fazei mobile apoase (soluția 

tampon):acetonitril între 62:38 (v/v) și 55:45 (v/v). 

Soluțiile sunt stabile într-un interval rezonabil de timp fapt ce permite analiza 

ulterioară a probelor în cazul în care apar situații neprevăzute (oprirea echipamentului, erori 

de sistem etc.) sau daca probele nu pot fi analizate imediat. 

Metoda de analiză este scurta (7 minute) permițând determinarea unui număr mare 

de probe într-un timp relativ scurt. Se pot obține astfel rezultate foarte rapid. 

Metoda poate fi aplicată așadar pentru monitorizarea terapeutică, studii de 

farmacocinetică sau studii clinice. 

În Capitolul 3.3Eroare! Fără sursă de referință. am prezentat dezvoltarea metodei 

de dozare a fluoxetinei din plasmă. S-a determinat astfel că analiza optimă se desfășoară 

utilizând coloana cromatografică Hypersil Gold, 150x4.6 mm, 5 µm cu faza mobilă formată 

din soluție tampon fosfat de trietilamoniu pH 2,4 și acetonitril în proporția 65:35 (v/v), eluție 

izocratică, temperatura de 25°C și debit de 1 mL/min. Timpul de analiză este de 12 minute. 

Metoda de extracție optimă este extracția lichid-lichid cu n-hexan și alcalinizare cu 

amoniac 25%. Standardul intern ales este o substanță cu structură chimică similară 

carbamazepinei – trimipramina. 

Metoda analitică astfel dezvoltată a fost validată cu succes, fiind îndeplinite toate 

criteriile de acceptabilitate.  

Domeniul de concentrații în care metoda poate fi utilizată cu acuratețe și precizie 

adecvată este cuprins între 0,01 µg/mL (10 ng/mL) și 1 µg/mL (1000 ng/mL), interval ce 

cuprinde intervalul terapeutic. 
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Metoda este specifică, fără interferențe din plasmă. Specificitatea sporită a metodei 

este datorată metodei de detecție prin fluorescență, lungimile de undă fiind specifice pentru 

analiții de interes. 

Robustețea metodei a fost demonstrată pentru variații obișnuite ale parametrilor de 

lucru astfel: debitul între 0,9 mL/min și 1,1 mL/min, temperatura de separare (din coloana 

cromatografică între 20°C și 30°C, compoziția fazei mobile soluție tampon:acetonitril între 

66:34 (v/v) și 64:36 (v/v) și pH-ul soluției tampon între 2,24 și 2,34. 

Soluțiile sunt stabile într-un interval rezonabil de timp fapt ce permite analiza 

ulterioară a probelor în cazul în care apar situații neprevăzute (oprirea echipamentului, erori 

de sistem etc.) sau daca probele nu pot fi analizate imediat. 

Metoda de analiză este scurta (12 minute) permițând determinarea unui număr mare 

de probe într-un timp relativ scurt. Se pot obține astfel rezultate foarte rapid. 

Metoda poate fi aplicată așadar pentru monitorizarea terapeutică, studii de 

farmacocinetică sau studii clinice. 

Ulterior am urmărit testarea aplicabilității metodelor dezvoltate. Astfel am contactat 

un spital de psihiatrie și am obținut, în urma încheierii unui protocol de lucru, a unor probe de 

plasmă de la pacienți care urmează tratament cronic cu carbamazepină. În Capitolul 4 am 

prezentat rezultatele acestui studiu precum și o testare preliminară pe proba de plasmă 

obținută de la un pacient care urmează tratament cronic cu carbamazepină 

Datele obținute în urma analizei probelor arată că majoritatea valorilor sunt cuprinse 

între 4 și 12 µg/mL, adică în intervalul terapeutic, cu 6 valori peste 12 µg/mL și 3 valori sub 4 

µg/mL, din totalul de 115 determinari. 

Este demonstrată așadar aplicabilitatea metodei analitice pentru determinarea 

carbamazepinei din plasmă utilizând trimipramina ca standard intern pentru analizarea 

probelor de la pacienți, în vederea monitorizării terapeutice. 

 Studiul privind determinarea concentraţiilor plasmatice ale carbamazepinei arată atât 

o variabilitate interindividuală semnificativă, cât şi  intraindividuală. Concentrațiile 

plasmatice variază independent de doză. Nu se poate realiza o corelare clară între doză, sex, 

varstă sau schemă de tratament. Se poate constata însă că pacienții primesc dozele 

corespunzătoare, iar puținele cazuri în care sunt observate ieșiri din concentrațiile plasmatice 

terapeutice nu sunt semnificative. 

Existenţa unei variabilităţii individuale semnificative precum și lipsa corelării cu 

doza evidenţiază importanţa monitorizării terapiei prin determinarea concentraţiilor 

plasmatice ale medicamentului, pentru reducerea incidenţei şi gravităţii efectelor toxice. 



60 / 71 

 

Este demonstrată așadar posibilitatea utilizării metodelor utilizate pentru dozarea 

acestor compuși din plasmă. Metodele de dozare pot fi aplicate sau adaptate și pentru alte 

probe biologice, dar utilizarea în acest sens trebuie precedată de validare analitică. Metodele 

pot fi aplicate cu succes în monitorizarea terapeutică dar pot fi utilizate în orice aplicații care 

necesită dozarea principiilor active din probe biologice (studii clinice, studii de 

farmacocinetică, etc.) 

Lucrarea de față sustine, așadar, atât din punct de vedere teoretic, cât și practic, 

conceptul de individualizare și monitorizare farmacocinetică a terapiei cu carbamazepină sau 

fluoxetină, fiind un punct de plecare în dezvoltarea unei metode care să determine în paralel, 

în cazul carbamazepinei, fracția de carbamazepină legată de proteinele plasmatice și fracția 

liberă activă, precum și nivelurile plasmatice al metaboliților activi, epoxidul (carbamazepină) 

sau norfluoxetina (fluoxetină). 

Teza aduce o serie de contribuții originale și cu aplicabilitate practică. Acestea se 

referă la perfecționarea și diversificarea metodologiei de analiză toxicologică a 

carbamazepine si fluoxetinei. 
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