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RESUMEN

Los m&todos usuales para valoracibn de sulfonilureas en
formulaciones orales y en plasma humano, requieren de
una laboriosa preparacifn de la muestra y por lo gene-
ral, son inespecificos. S8lo hasta la publicacifn de la
USP XXI y para tolbutamida se propone un m&todo que uti
liza la cromatografia liquida moderna (HPLC) para su
anflisis en formulaciones orales. En cuanto a la prepa-
racién de muestras de plasma para andlisis, existe un
gran nimero de publicaciones que involucran diversos ti
pos de extracciones. En el presente trabajo se presenta
el desarrollo de metodologfia para valoracidn de cloro=-
propamida, tolbutamida y glibenclamida en tabletas y en
plasma humano®*, basada en extracciones sencillas (con
el uso de columnas para cromatografia extractiva) y ang
lisis por HPLC. Se discuten los efectos de diversas va-
riables de operacidn y se demuestra que los mé&todos pro
puestos son exactos (95.4 - 100.4 %), precisos (0.35 =
0.87 % en tabletas y 3 % en concentraciones normales en

plasma), especificos y de gran entereza.

* a excepcidn de glibenclamida.



ABSTRACT

The usual methods for valoration of sulphonylureas in
oral formulations and the human plasm, require of labo-
riouse preparation of the samples and generally are
inespecific. Only until the paper of the USP XXI for de
termination of tolbutamide it proposed a method that
use high-performance liquid chromatography (HPLC)} for
analysis of oral formulations. About to preparation of
plasm samples for analysis there are an extendide num=
ber of paper that involve different types of extrac-
tion, This present work it shows the development of the
methodology for chlorpropamide, tolbutamide and glyben=
clamide analysis yn tablets and human plasm*, on base
in simple extractions (with use of sample clean-up car-
tridges) and analysis by HPLC. It discuss several opera
tion variables effect and shows that the propound me=
thods are accurate (95.4 - 100.4 %), precise (0.35 =
0.87 % in tablets ard 3 % in normal concentration in

plasm), specific and of great completness.

* exception glybenclamide.
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I. INTRODUCCIOR
ANTECEDENTES

Los f4rmacos orales hipoglucemiantes del tipo de las
sulfonilureas han estado en uso clinico por 20 afios
aproximadamente en el tratamiento de la diabetes melli-
tus de carfcter maduro!. La primera generacién de sul-
fonilureas comprende a la tolbutamida, cloropropamida y
acetohexamida las que por ser férmacos menos potentes
han sido reemplazadas por las sulfonilureas de la segun
da generacibn tales como la glibenclamida, glicazida vy
glipizida que ofrecen un marcado aumento en su poder hi
poglucemiante sin que por esto haya un incremento en la
toxicidad?.

Debido a gue estos compuestos se administran por largos
periodos de tiempo a pacientes comprendidos entre la
edad media y madura en los que llegan a ocurrir cambios
fisiol6égicos progresivos que puedan provocar alteracio-
nes en la disposicién del fédrmaco o en su respuesta in-
trinseca (pudiendo asf, inducir una hipoglucemia fatal),
es necesario medir ocasionalmente el nivel de estos fér
macos en plasma?®. Con este fin y con el de llevar a
cabo estudios de biodisponibilidad, farmacocin&tica y
control de calidad, se han desarrollado un gran nidmero
de métodos, entre los gue se encuentran los espectrofo-
tométricos y los cromatogrdficos (CG y CLAR).

Los métodos colorimftricos se basan" en la hidr6lisis del
férmaco, extraccidn de la amina liberada v su andlisis por

el uso de dinitrofluorobencenc y ninhidrina o por la reac-
cibén de Bratton y Marshall, Tambié&n existen métodos ba-



sados en la absorci6n directa al ultravioleta (UV) y de
hecho, son los métodos sugeridos por las normas oficia-

les y por la USP XX. Pero estos métodos a pesar de ser
poco laboriosos tienen la desventaja de ser inespecifi-

cos y poco sensibles?®.

Los métodos de cromatografia de gases tienen la ventaja
de ser més sensibles, més especificos y de tener 1limi-
tes de deteccifbn mis bajos", pero a su vez tiene la des
ventaja de ser muy laboriosos, ya que como estos com-
puestos son termolédbiles, existe la necesidad de meti-
larlos para formar derivados con buenas propiedades cro
matogrdficas y con mayor estabilidad térmica®. La meti
lacién se hace generalmente con dimetilsulfato®, con
diazometano *7% o con yoduro de metilo!. Estas reaccio-
nes son dificiles de controlar, obteniéndose en algunos
casos mds de un derivado, y por lo tanto los métodos son

poco reproducibles.

Los métodos de cromatografia de liquidos en general in
volucran un nimero minimo de operaciones sobre un volu-
men pequeno de muestra, se obtienen resultados muy pre-
cisos, tienen bajos limites de deteccidn y son especifi
cos ¥'*. En la USP XXI ya se propone un método por cro-
matografia de liquidos de alta resolucibn (CLAR) para

el andlisis de tolbutamida.

Las caracteristicas generales de estos compuestos son

las siguientes:

Cloropropamida o 1 ~ (p-clorofeni) sulfonil) -3~ propilurea

F6érmula minima: Cis Hyz Cl NpO3 S

P.M. 276.40 g/mol



Férmula desarrollada:

Cl S0, - N - CO =~ NH-(CH,), — CH,
H

Tolbutamida o 1-- butil - 3 (p - tolil sulfonil) urea.

Férmula minima: Cy, Hy: N, O3 S
P.M.: 270.35 g/mol
pKa: 5.4

F6rmula desarrollada:

CH, -- SO, - NH -~ CO - HN—(CH,), — CH,

Glibenclamida o 1 - (p~(2=(5-cloro-0-anisamido-etil) fenil)
sulfonil) - 3 - ciclohexilurea.

F6rmula minima: Cz Hzp Os N S
P.M.: 493.99 g/mol
pKa: 6.15

F6rmula desarrollada
C

O- €O - NH - CH, - CH@SO,_ i OONHO

O CH;



En cuanto a la preparacién de las muestras, a continu

Y]

cibén se describen algunas de las caracteristicas més im

&

portantes de los métodos citados en la literatura.

A). Determinacibén de sulfonilureas en formulaciones
orales por CLAR.

El método para formulaciones orales '® consiste en la
disolucidn de tabletas pulverizadas con un disolvente
(generalmente metanol o etanol), su centrifugacién y la

posterior inyeccibn del sobrenadante en el cromatdgrafo.

En general, por cromatografia de liquidos se obtienen
recobros superiores al 99% del f&rmaco en placebo.

B) . Determinacién de sulfomilureas en plasma por CLAR

Los diferentes mé&todos citados (2r3r¥r7r8s8:20r21y pa-
ra la determinacibén de sulfonilureas en plasma, se ba-
san en la extraccibn del fdrmaco con diferentes disol-

ventes y a diferentes valores de pH.

Las sulfonilureas son &cidos débiles con pKa alrededor
de 6, por lo que para su extraccidn conviene trabajar
a pH menor a 6 7, aunque Kimura y colaboradores?,
citan gue trabajando hasta un pH de 7.0, se obtienen
resultados adecuados en la extraccién de la gliclazida
y se logran eliminar muchas interferencias presentes

en el suero.

Es importante mencionar gque, aunque en algunos métodos
s6lo se lleva a cabo un paso de extraccidn, en otros
es necesario un mayor nGmero de extracciones, lo cual

hace al método poco practicable para andlisis de rutina.



Con el fin de evadir el paso de extraccidn, existen co-
mercialmente columnas para cromatografia extractiva em-
pacadas con diferentes soportes como silice, octadecil-
silano, alGmina o florisil, las que permiten una adsor-
cién especifica de los farmacos de acuerdo a sus propie
dades fisico-quimicas, logrando asi su purificacién y
ripida separacifn de los flufdos biolégicos, En cuanto
a la evaluacibn de costos, a pesar de que estas columnas
pudieran parecer un poco caras, tomando en cuenta que
cuando se usa un método de extraccidén se requieren disol
ventes de muy alta pureza gue por lo mismo son muy caros,
aunado al largo tiempo que se requiere para el anflisis
y al personal especializado para llevar a cabo extrac-
ciones sobre volumenes pequefios de muestra, resulta més
conveniente el uso de estas columnas para cromatografia
extractiva.

El presente trabajo pretende ser una contribucién en el
desarrollo de métodos analiticos de rutina para la de-
terminacidén de sulfonilureas en formulaciones orales vy
en plasma humano, con miras a su implementacibn en la
Jefatura de Control de Calidad del IMSS para estudios
de biodisponibilidad, en los que se pretende establecer
una comparacién de bioeguivalencia de genéricos prove-
nientes de diferentes fabricantes.

Por encontrarse incluidos en el Cuadro Bésico de Medi~-
camentos del Sector Salud, la cloropropamida, 1la tolbu
tamida y la glibenclamida, fueron los farmacos del tipo
de las sulfonilureas sujetos a estudio en el presente
trabajo, habiéndose seleccionado para su anélisis la
cromatograffia de liquidos de alta resoludién (CLAR)
debido a las ventajas que este método presenta sobre

otros.



Se trabajd con dos tipos de problemas diferentes e in-
dependientes. El primero consistid en el montaje y op
timizacidn de las condiciones para la determinacidén de
sulfonilureas en formulaciones orales y el segundo, en
el montaje de un método para la determinacidn de sulfo
nilureas en plasma, incluyendo la optimizacidén de las
condiciones para el uso de columnas de cromatografia
extractiva con el fin de contar con un método gque re-
quiera poca manipulacibn, que fuera fécil, ré&pido y
adecuado para estudios de biodisponibilidad.



OBJETIVOS

- Desarrollar y evaluar un método
cidn cualitativa y cuantitativa

formulaciones orales.

- Desarrollar y evaluar un método
cibn cualitativa y cuantitativa

plasma humano.

para la determina-

de sulfonilureas en

para la determina;

de sulfonilureas en



II. GENERALIDADES

La cromatografia es una técnica de separacifén que se basa en
la distribucifn diferencial de una mezcla entre dos fases.
Su gran importancia se debe a su velocidad, a su poder de re
solucidn y a su habilidad para trabajar con pequefias cantida
des de muestra.

Todos los sistemas cromatogrdficos constan de una fase mvil
en contacto intimo con una fase estacionaria. La fase esta-
cionaria comprende parte o el total de la porcién que no es-
ta en movimiento en el sistema cromatogrdfico o lecho. Los
componentes de la muestra sufren un equilibrio de distribu-
cidén entre estas dos fases y este equilibrio determina la ve
locidad con la que los componentes migran a través del siste
ma. También ocurre un ensanchamiento de las bandas o disper-
sién de cada componente en la direccién de migracién. Estos
dos factores determinan el grado de separacién de los compo-
nentes de una muestra.

Existen diferentes clasificaciones de los métodos cromatogri
ficos. Una de ellas, es la que se basa en el tipo de fasemd
vil utilizada y de acuerdo a esto, se tienen dos tipos gene~
rales de cromatograffa: la cromatograffa de gases y la cro-
matograffa de liquidos. En la primera se utilizan gases co-
mo fase mévil y en la segunda se utiligzan liquidos.

Comparada con los mé&todos cromatogrédficos previos, la croma-
tografia de gases (CG) se caracteriza por ser mucho mis répi
da y eficiente. Ademds desde hace tiempo se dispone de equi
po automatizado gque permite una operacidén més eficiente, Sin
embargo, muchas sustancias no se pueden tratar por cromato-

grafia de gases, ya sea porque no son lo suficientemente vo-
l&tiles y no pueden ser transportadas por el gas acarreador o



porque son térmicamente inestables y se descomponen bajo las
condiciones de separaciftn. Se ha estimado gue s8lo un 20%
de los compuestos orgldnicos conocidos se pueden analizar sa-
tisfactoriamente por CG sin una manipulacién quimica previa
de la muestra.

Por otro lado, la cromatograffia de liguidos (CL) no estd 1li-
mitada por la volatilidad de la muestra ni por su estabili-
dad térmica, por lo gue resulta idénea para la separacibn de
macromoléculas y especies de intéres biomé&dicc, producteos de
naturaleza l8bil y una amplia variedad de otros compuestos de
alto peso molecular y/o menos estables entre los que se encuen
tran: proteinas, dcidos nucleicos, aminodcidos, polisacéridos,
pigmentos de plantas, lipidos polares, algunos férmacos, es-

teroides, vitaminas, antioxidantes, etc.

La cromatografia de liguidos (CL) tiene adem&s otra ventaja
comparada con la de gases. Algunas separaciones gque son di-
ficiles de llevar a cabo por CG. Con frecuencia son méds fé&-
ciles por CL debido a gue en &sta existe interaccifn selecti
va de dos fases cromatogrdficas con las moléculas de la mues
tra, mientras que en CG, s&lo una.

En lo sucesivo s6lc se tratard lo concerniente a la cromato-
grafia de liquidcs ya que fue el método de eleccidn debido a las
propiedades que presentan los compuestos estudiados (poca es
tabilidad térmica, buena absorcifn al UV, etc.)

La cromatografia de liquidos puede clasificarse en dos grupos
de acuerdo a la fase estacionaria gue se utilice. 8i seuti
liza una fase estacionaria sélida, se habla de cromatografia
liguido-s8lido o cromatografia de adsorcifn o de exclusién,
dependiendo del mecanismo de retencibn. Si se utiliza una
fase estacionaria liquida se habla de cromatografia lfquida-
ligquida o de particidn.



La cromatografia ligquida-liquida (CLL) se lleva a cabo esen-
cialmente en la misma forma que la cromatografia gas-ligquido
(CGL) excepto que la fase mévil o acarreador es un liquido
en lugar de un gas. La otra fase ligquida (fase estacionaria),
estd dispersa sobre el soporte inerte finamente dividido. La
fase liquida estacionaria es inmiscible con la fase mévil o
esté guimicamente enlazada al soporte. El proceso de CLL es
similar a la extraccién entre dos liquidos inmiscibles en un
embudo de separacibén. Una serie sucesiva de extracciones for
ma la base de la distribucién de Craig, la cual es mis efi-
ciente que la extraccién simple. §Sin embargo, la CLL es mu-
chas veces més rdpida y més simple que el proceso de extrac-
cibn de Craig. Esto se debe a la gran interfase entrelas fa
ses mOvil y estacionaria, con lo que se logra un equilibrio
de distribucién muy rédpido entre las dos fases. Como en la
extraccidn o distribucidn de Craig, la separacién'de una mies
tra resulta de la diferente distribucibén de los diversos so-
lutos entre las dos fases ligquidas. Debido a las bhases comu-
nes entre la extraccidn con disolventes y la CLL, los datos
de extraccidén se pueden utilizar para predecir parémetros de

utilidad en CLL tales como el factor de capacidad, k'.

En seguida se definen algunos par@metros de importancia en

cromatografia:

El coeficiente de distribucibn, X, el cual define la distri-

bucién de un compuesto dado entre dos fases:

'ale
e (1)

Am Ae K=
donde A'e es la concentracién de A en la fase estaciona-
ria y

iAm es la concentracibén de A en la fase mévil.

10



A mnls
€ B%.iuts en ca

La separacidén en un sistema de distribucién depende finalmen
t

4 A~ S AN A A
Lo uc ariciudadir a

¢l

N
La
sus concentraciones relativas, por lo que es importante defi

nir otro parédmetro que es el factor de capacidad, k!'.

P - e _ ]A!e Ve _ Ve
k Wm |A;m Vm K Vm (2)
1

donde:
Ve = volumen de fase estacionaria R
Vm = volumen de fase mévil o volumen muerto, Vo.
We = cantidad total de soluto en la fase estacionaria
Wm = cantidad total de soluto en la fase mbvil.

Una separacidén que involucra dos o mis solutos s6lo se puede
llevar a cabo cuando sus valores de K son diferentes, es de~
cir, gqgue estos compuestos deben ser termodinfmicamente dife-
rentes. Para esto se define otro par&metro de utilidad, que

es el factor de separacidn ode selectividad, a.

L]
. KA _ k A
S S (3)
B B
donde:
a se define de manera qgue siempre sea mayor o igualal.

Mientras mis diferente sea de 1 el factor o , mayor seré la

separacién que se pueda llevar a cabo de los dos componentes.

11



Otro término de importancia en cromatografia es el nlmero de

nlatos tefricos de una columna, N, el cu

; al estid relacionado
platos tedricos de una columna cual

con su eficiencia y se determina mediante la siguiente ecua-
cibén para un compuesto dado y bajo condiciones cromatogr&fi

cas dadas:

= _txr 2
N = 16 (——) (4)
donde:
tr = tiempo de retencién del compuesto.

\ ancho en la base del pico

La cromatograffa liquido-liquido puede ser aplicada a una am
plia variedad de muestras tanto polares como no polares. La
base de esta gran versatilidad es la gran variedad de fases
de particibén que se encuentran disponibles. A pesar de que
no hay un sistema de particidén universal para todos los solu
tos, se puede tener una cmxwidadcaéi infinita de separacidn
si se selecciona un par apropiado de liguidos de particién.

Una vez que se ha seleccionado el método y la columna que se
van a emplear, es necesario seleccionar las condiciones expe
rimentales iniciales., El variar sisteméticamente la composi
cibn de la fase mb6vil permite optimizar los valores de k' y
la selectividad del sistema. En cromatografia de liquidos
convencional (fase estacionaria m&s polar). La fuerza del
acarreador incrementa con el aumento de la polaridad (p) del
disolvente. Asi, al incrementar el valor de o del disolvente
se incrementa su poder eluyente.

Después de que se ha hecho una separacibén inicial se debe eva
luar el cromatograma obtenido en términos cuantitativos, lo

cual significa que se deben estimar los parémetrosde k',a y la

12



resolucién (Rs)

puede lograr
de

de

en funcidn
do algunas
te f£6rmulsz:

entre dos o mds bandas advacentes. Esto se
comparando con series est&ndares de resolucién
la relacifén de concentraciones o bién, midien

las propiedades de los picos mediante la siguien

tr -~ tr
Rs = 2 1 (5)
W W
I+ 2
2 2
donde:
tr, = tiempo de retencifén del segundo pico
tr, = tiempo de retencidn del primer pico.
w = ancho del pico en la base de cada pico.

La resolucifn es una medida de la separacidén entre dos picos,
por lo que se ve afectada tanto por el ensanchamiento de los
mismos como por sus tiempos de retencién. La siguiente ecua

cidn es la clave para controlar la resolucidn en CL:

kl

_ (¢ = 1) vy 2
Rs = % - N i (_TT_i_ET_;) (6)
(i) (ii) (iidi)

Los términos i, ii e iii de la ecuaci6n 6 pueden variarse pa
ra mejorar la resolucidn.

Efecto de o sobre la resolucin.- Al aumentar el factor de
separacidén, uno de los picos se desplaza con respecto al otro
y se aumenta asi, Rs. Si se hace un cambio moderado en ©
se ven afectados ni el tiempo de separacién ni la altura

los picos.

no
de

13



El incremento en « es una técnica muy importante para mejo-
rar la resolucidén ya que Rs puede aumentarse al mismo tiempo
que se disminuye el tiempo de separacifén. Existen varias al

ternativas para lograr una modificacién en a :

- Cambio del disolvente de la fase mévil.
- Cambio de la fase estacionaria.

- Cambio del pH de la fase mdvil.

~ Efectos quimicos especiales

- Cambio de la temperatura
En seqguida se discuten los aspectos generales de é&stas.
1) Cambio del disolvente de la fase mSvil

La seleccibn adecuada de un disolvente puede facilitarse mu-
cho si se toman en cuenta los diferentes tipos de interaccidn
gque pueden existir entre el disolvente y los solutos, Entre
esta§ interacciones se encuentran las de dispersibn, de dipo
lo-dipolo, de &cido-base, etc., las cuales quedan definidas
en el pardmetro de solubilidad de Hildebrand, r¢. Sin embargo,
existe otro pardmetro llamado "polaridad" de Rohrschneider ba-
sado en solubilidades experimentales que de una manera més
simple y bas&ndese s6lo en tres tipos de interacciones (dona
dores de hidrdgeno, aceptores de hidrdgeno y dipolo~dipolo)
clasifica a los disolventes, d&ndoles un valor para cada
unc de estos tipos de interacciones y graficé&ndolo en
una escala triangular de manera que se forman zonas en las
que se agrupan disolventes de selectividad similar (ver
fig. No. 1) . Asi por ejemplo, el grupo I incluye acep-
tores puros como éteres y aminas. El grupo II incluye acep
tores-donadores, tales como los alcoholes. E1 grupo VIII

incluye dondadores puros, tales como el cloroformo, etc.

14



Aceptores de H

MA
[GEDN

035

/\/“\W YV \/\
INISTSTXININ NN,
VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAN

VIiI

0,20 0,30 L40 T, 5% 0,60
Donadores de H Grandes dipolos

*n

Fig. No. 1 Tridngulo de Selectividad para disolventes?

15



i se estd trabajandoc con un disolvente del grupo I y se de
sea obtener un cambio drx&stico en «, debe cambiarse a un di
solvente de otro grupo, por ejemplo del VIII. Si s6lo se
desea una pequefia modificacibn en o, se cambia por otro di-
solvente del mismo grupo®®..

Otra forma de mejorar la resolucién mediante cambios en o,
consiste en incrementar la diferencia de polaridades de las
fases estacionaria (E)y mévil (M), manteniendo constante la
polaridad promedio. Si los valores de K de los solutos son
ligeramente diferentes y mayores a 1, este cambio en las fa
ses incrementari o. Sin embargo, esto tambi&n da por re=
sultado un gran incremento en los valores de k' de los solutos
mé&s fuertemente retenidos, mientras que los valores de k'
de los solutos débilmente retenidos se aproximan a cero si-
multéneamente, es decir que el nimero de solutos que pueden
caer'en un intervalo adecuado de k' disminuye al aumentar
la diferencia de polaridades entre E y M.

2) Cambio de Fase Estaciocnaria

Aunque esta medida tambié&n permite hacer modificaciones so-
bre los valores de o, el cambio en la fase estacionaria so-
lamente deber& hacerse cuando las otras medidas no dieron

resultados ya que resulta mis préictico modificar la fase md
vil.

3) Cambios del pH de la fase mbvil

Esta técnica se restringe a muestras que contienen &cidos o
bases ionizables. En este caso se varia el pH y se obser-

van los cambios resultantes en los valores de k' y de o. Si
ya se ha obtenido un valor 6ptimo de o mediante una modifica

cién en el pH, pero alin los valores de k' no se encuentran
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en el intervalo &ptimo, puede ajustarse la fuerza de la fa-
se mbvil independientemente sin afectar la selectividad del

sistema.
4) Efectos Quimicos Especiales

Otro medio para modificar o algunas veces drfsticamente, es
via efectos de complejacidn quimica o los llamados eguili-
brios secundarios. Un ejemplo bien conocido de este caso en
cromatografia de capa delgada es el uso de adsorbente impreg
nado con i6n plata para separar diferentes compuestos clefi-

nicos.
5) Cambio de Temperatura

Un aumento en la temperatura normalmente reduce todos los va
lores de k' de la muestra, por lo que generalmente es necesa
rio disminuir la fuerza de la fase m6vil para compensar este
efecto. El cambio en la temperatura tiene poco efecto sobre
los valores de = en CLL o en CLS, pero es de gran importan-
cia en cromatografia de intercambio idnico y de pares de io-
nes. Por esta razbn en estas técnicas es generalmente més
prometedor un cambio en la temperatura que en la fase esta-

cionaria para modificar a.

Efecto de k' sobre la resolucifn.- Un cambio severo de k'’
puede tener un efecto drdstico sobre la separacifén. 8i k'
es inicialmente pequefia (< 1), Rs aumenta r&pidamente <con
el incremento de k', Sin embargo, para valores de k' mayo-
res a 5, Rs aumenta muy poco al aumentar el valor de k',

Por lo tanto, se establece un intervalo éptimo de valoresde
k' en térrinos de resolucidn, tiempo de separacidn y detec-

cién de las bandas, este intervalo es 1 < k' < 10.
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de k' se utilizan disolventes més "débiles" y cuando es nece
sario reducir los valores de k' se utilizan disolventes més
"fuertes”. §Si se utiliza una mezcla binaria como fase mé-
vil, su fuerza se puede aumentar elevando la proporcidn del
disolvente m&s fuerte en la mezcla, ya que la polaridad re-
sultante es igual a la suma de las polaridades de cada disol
vente multiplicadas por la fraccién volumétrica en que se en
cuentran. . ‘

Si se utiliza un disolvente puro, es necesario cambiar por
otro gque sea més fuerte si se desea modificar su poder elu-
yente.

Efecto de N sobre la resolucifn.- Si se incrementa el nlme-
ro de platos tedricos se obtienen bandas més estrechas y més
altas.

N (NGmero de platos tedricos) se puede aumentar mediante una
disminucién en el flujo de la fase m6vil y por incremento en
la longitud de la columna, pero estas medidas trascienden so
bre el tiempo de retencién, de manera que resultan poco préc-

ticas por lo general.

En la actualidad, el gran desarrollo en la tecnologia de co-

lumnas empacadas con partfculas de difmetro pequefio para apli
cacibn rutinaria permite que se obtengan valores relativamen-
te grandes de N sin que se tenga que modificar ninguna otra

variable, por lo que las otras medidas para aumentar N no re

sultan eficientes v si se desea mejorar Rs se prefiere acu-

dir a un cambio sobre k' o sobre a.
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Cromatograffia de Fase Quimicamente Unida

Para reducir o eliminar algunas de las desventajas de los sis
temas de CLL con fases estacionarias impregnadas, se han desa
rrollado empagues con superficie quimicamente unida (FQU). En
contraste a las fases impregnadas, la principal ventaja de las
fases FQU es que son muy estables, debido a que la fase esta-
cionaria estd quimicamente unida al soporte y no se puede re-
mover f&cilmenter perder durante el uso. Por lo tanto, no
se requieren precolumnas y/o presaturacifén de las dos fases.
Como consecuencia, la CFQU es especialmente Gtil para mues-
tras que contienen componentes con valores de k' gue varian
en un amplio intervalo (los cuales requieren de gradiente de
elucibn). La disponibilidad de una gran variedad de grupos
funcionales en empaques FQU permite que tanto la cromatogra-
fia de fase normal como de fase inversa se lleven a cabo de

una manera simple y directa.

En el comercio se encuentran dos tipos de fases estacionarias
quimicamente unidas, las denominadas de tipo "cepillo" y las
denominadas de tipo "enjambre" que difieren entre sf en su
forma de fabricacifn y consecuentemente en su estructura, dan
do lugar a algunas diferencias en su comportamiento, siendo
preferidas las de tipo "enjambre" por ser mds estables térmi-
ca e hidroliticamente y por alcanzar el eqﬁilibrio con 1la
fase mévil més répidamente°.

La cromatografia de fase quimicamente unida es aplicable tan
to a cromatografia de fase inversa como a cromatografia de
fase normal. Sih embargo, en el presente trabajo sélo se en
focard a la cromatografia de fase inversa por ser &sta la
técnica utilizada.
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La cromatografia de fase inversa quimicamente unida normal-
mente involucra una fase estacionaria no polar (ejem. hidro
carburos Cg & Cp¢) utilizada en combinacién con una fase mévil muy
polar (ejemplo: agua) que logra la separacién en base al ti-
po vy nfimero de grupos funcionales en la molécula de soluto
va la superficie hidrocarbonada del solutoc. La CFQU es especialmen
te Gtil para separar compuestos que difieren en su peso mole
cular (homélogos, bencenos, especies oligomé&ricas, etc.),
siempre y éuando su peso molecular no sea mayor a 3,000.

El mecanismo exacto de retencién de las moléculas en el empa
que de fase quimicamente unida estfé en controversia en la ac
tualidad. SinAembargo, desde el punto de vista préctico, 1la
CLL y CFQU se pueden considerar similares, ya que se pueden
obtener separaciones parecidas con las dos y el efecto de la
composicidén de la fase mévil sobre la retencién de los solu-
tos es el mismo en ambos-casos.

Como regla general puede decirse que, mientras mayor es la

cadena alquilica enlazada mayor es la retencifn del soluto
bajo condiciones determinadas. Similarmente, las fases esta
cionarias que tienen mayor contenido de carbono tienen una
mayor capacidad de retencibén intrinseca. BAdemds con estas
fases se pueden obtener columnas més estables. La longitud

de la cadena y el contenido de carbono pueden afectar la se
lectividad de la fase estacionaria cuando se miden los valo
res de retencién relativos.

No se ha aclarado an el papel gue juegan los grupos silano-
les y siloxanos libres en la superficie de la fase estacio-
naria sobre la retencibn de solutos con eluyentes muy pola-
res. Se supone que esfos grupos que son fécilmente hidrata
dos, reducen la resistencia a la transferencia de masa en la
superficie del eluyente acuoso. En las fases estacionarias
que contienen cadenas cortas, por ejemplo cadenas alquilicas

Cs , la concentracién de grupos silanoles accesibles es pro-
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bablemente mayor que en fases Cjs conp un cubrimiento compara-
ble. Como consecuencia,; la eficiencia relativamente alta de
la columna con ciertas fases Cy se puede explicar por el efec
to de los grupos silanoles, es decir, que interviene un meca
nismo de retencidn dual (interacciones silanofilicas e hidro

fébicas)¥ 1 ¥,

En la mayoria de los casos, los eluyentes utilizados con fa-
ses no polares enlazadas son disolventes polares o sus mezclas.
Mientras mds baja es la polaridad de un disolvente mis alto
es su poder eluyente,

La tensibn superficial y la constante dieléctrica del disol-
vente juega un papel importante sobre la retencibn del solu
to. Por otro lado, la viscosidad del disolvente estd rela-
cionada a su difusibilidad del soluto en la fase mévil y por
tanto, tiene efecto sobre la eficiencia de 1la columna. Ade-
més la magnitud de la presidn del flujo a través de la colum
na a una velocidad de flujo dada asi como la velocidad de
flujo obtenido a una presién interna de columna determinada
estan dadas por la viscosidad del disolvente, la cual, dismi
nuye con el incremento de la temperatural®,

Generalmente, la polaridad y tensidn superficial son més altas
para agua que para otros disolvehtes, por lo que éste resul-
ta el eluyente m&s débil en cromatograffia de fase inversa.
El metanol y el acetonitrilo son los disolventes orgénicos
més populares debido a que absorben a una baja longitud de
onda en el UV (no interfieren con la deteccidn de la mayoria
de los compuestos), tienen baja viscosidad y se encuentran
disponibles con un alto grado de pureza. En la mayoria de
los casos el metanol o el acetonitrilo puros son los eluyen
tes més fuertes gue se pueden utilizar. Si se desea un elu
yente de fuerza intermedia, se obtiene generalmente mezclan
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do uno de estos disolventes con agua o con soluciones amorti
guadoras acuosas.

Las figuras 2 y 3 muestran a la viscosidad, tensibn superfi-
cial y constante dieléctrica como funcidn de la composicién

de la fase mdvil. En ambos casos la tensién superficial y la
constante dieléctrica decrecen asintfticamente al incrementar
el contenido del disolvente orgénicol Por otro lado, la vis
cosidad primeroc incrementa al aumentar la composicién del di
solvente orgdnico y después de alcanzar un méximo vuelﬁea.dg
crecer., Este efecto es principalmente pronunciado en mezclas
de metanol - agua v provoca ciertos problemas cuando se tra-

baja con gradiente de elucién.
Mecanismo de Retencién en CFQU

El mecanismo de retencién de estos empagues no se ha estable
cido definitivamente. Se ha propuesto gque las moléculas de
la muestra se adsorben dentro de la superficie definida por
la cubierta orgénica (la cual cubre el sustrato de silica)'®/?’
o que la particién de la muestra ocurre dentro de una fase
"liquida" definida por la cubierta orgénica mas las molécu~-
las asociadas de la fase m6vil. BEn el caso de un mecanismo
de adsorcibn, las moléculas de muestra y de disolvente presu
miblemente compiten por un lugar sobre la superficie orgéni-
ca (como en CLS). Alternativamente se ha sugerido que los sus
tituyentes dimetilalquilo en empagues de fase inversa puedan
actuar como cristales liquidos (es decir, formando una fase
liguida organizada). Otra sugerencia mis es que la cubierta
orgdnica absorbe ciertos componentes de la fase mb6vil para
formar una fase liquida estacionaria mds o menos convencio-
nal como en CLL. Aungue la mayoria no estdn de acuerdo con
este mecanismo %, ya que siendo s6lo una monocapa los hidrocarbu-
ros enlazados no pueden compoftarse como una masa liquida;
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estas moléculas enlazadas tienen menos grados de libertad ro
tacional y de traslado que los que tendria una fase liquida
no enlazada. La naturaleza fisica de esta superficie no es-
t& claramente definida y probablemente dependa del tipo de
fase enlazada y del grado de recubrimiento de la superficie.

Se asume gue el enlace entre un soluto y las cadenas hidro-
carbonadas de la fase estacionaria ocurre por interacciones
no polares. La retencién del soluto se expresa usualmente
por el factor de capacidad, k', el cual se relaciona con la
constante de equilibrio termodindmica, K, para el proceso

de enlazamiento por la siguiente ecuacién:
k' = g K (7)

donde B es la relacidn volumétrica de las fases mdévil y esta
cionaria.

Una teoria sobre cromatografia de fase inversa tiene que es-
tablecer una relacifn cuantitativa entre k' y las propiedades
del solutc y del eluyente para un tipo de fase estacionaria

dada. Entre las teorias que describen las interacciones no
polares en disolventes polares, s8lo se encuentra unaque tra
ta dichos procesos en términos de las propiedades del disol~
vente, tales como la tehsién superficial y la constante die-
léctrica y aquéllas de losrsdlutos, tales como Area superfi-
cial y momento dipolar que se pueden estimar con facilidad.

Este tratamiento de "efecto solvofdbico" dado por Sinanoglu

y sus colaboradores !¢

, es mds general, actualmente, gue otros
tratamientos del efecto hidrofébico y es f&cilmente extensi-

ble a otros disolventes.
Al aplicar esta teoria a la cromatografia de fase inversa,se

asume que el soluto se enlaza a los ligandos no polares de
la fase estacionaria para formar un complejo. Después de ha
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cer un desarrollo tebrico para estimar la constante de equi-

librio de este complejo, se llega a la siguiente ecuacifn?!®:

omplejo, SsSe Lleda a 14 sidliente ecuaclron

InK= 8+ (BA(Nyra) + NAGy(x® - 1) + W - &%) 4 1n R
Donde B es la relacibn volumétrica de la fase mbvil y esta-
cionaria. A es el drea de éuperficie de una molécula de di
solvente; N es el Nmero de Avogadro; vy es la tensibén super-
ficial del disolvente; x° es un factor que ajusta la tensidn
superficial macroscépica a las dimensiones moleculares; AA
es el drea de contacto (est& determinada por las 8reas de su
perficie de cada especie) ; W vy a, son parémetros que depeanden
del disolvente; ¢ es la constante dieléctrica del medio;

AZ = Zcomplejo - Zsoluto - Zligando; donde z es un té&rmino
gue toma en cuenta la-distribucién de la carga, tamafio mole-
cular y otros factores; R es la constante de los gases; T es
la temperatura en grados Kelvin y P o V es la presi6n o volu
men.

En la ecuacidn 8, que representa una férmula muy simplifica-
da, todos los términos con excepcibn de : son funcién de las
propiedades de ios solutos y eluyentes que son, al menos en
principio, fécilmente medibles. Por lo tanto, se pueden usar
para predecif o0 explicar la dependencia del factor de capaci
dad sobre las propiedades de los solutos y eluyentes en wuna
columna dada, ya que la retencidn del soluto sblo involucra

asociacién solvofdbica entre el soluto y los ligandos no po-
lares de la fase éstacionarials. Sin embargo, es necesario

tener en cuenta que existen solutos cuyo comportamiento de re
tencibén no es regular y esto se ha explicado sobre las bases
de un mecanismo de retencidn duall’ en el que intervienen tan
to las interacciones hidrof6bicas como las interacciones si-
lanofilicas entre las molécﬁlas de soluto y los grupos sila-
noles- accesibles enla superficie de algunas fases de silica enlazada.
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Asumiendo que las respectivas constantes de equilibrio son

10

retencién k', puede expresarse como

-y P | =g -~
K, yv Ky, el factor

a
la suma algebraica de ambas contribuciones:
k' = By K1 + Bz K (9)

donde B8: y B2 son las relaciones de fases de la columna
apropiada para los ligandos hidrocarbonados y silanoles res-

pectivamente.
Efecto de la Composicién de la fase mbvil

Al observar la ecuacibn 8, se supondria que el efecto de la
variacidn del disolvente fuera extremadamente complejo; sin
embargo, el efecto de cambiar la composicidn del disolvente
sobre el término de Van der Waals es pequefio en el caso de
mezclas de metanol - agua y de acetonitrilo - agua. Adends,
la variacidn calculada es casi compensada por el cambio co-=
rrespondiehte en el dltimo término de la ecuacidn 8. Como
consecuencia, los Gnicos pardmetros del eluyente que son de
interés son la tensibn superficial, x© y la constante die-
léctrica. Si el soluto es un dipolo simple, el efecto de
los cambios en la constante dieléctrica es pequefio y puede
ser despreciado. En cambio, su efecto sobre las especies
ionizadas es mayor, ya que hay una supresidén de la ioniza-

cidn en medios de constante dieléctrica baja.

El mayor efecto sobre el factor de capacidad lo ejercen las
variaciones en la tensidn superficial y su funcion conjuga-
da, Al ¥ (x¥ -1). De acuerdo a la ecuacién 8, el factor

de capacidad disminuye al disminufr la tensidn superficial

y esto concuerda con las observaciones experimentales.
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los dos términos de la ecuacibén § gue contienen a la tensifén
superficial se encuentran graficados en las figuras 4 y 5 co-
mo funcibn de la composicién de la fase mévil. Se calcularon
las curvas te6ricas para un soluto hipotético con AA igual a
100 &* . se observé que los valores de x© primero aumentan y
después disminuyen al incrementar la concentracidén del disol-
vente orgfnico, mientras que la tensién superficial cae preci
pitadamente. No obstante, la suma de las dos funciones es una
funcién aproximadamente lineal de la composicidn del disolven
te orgénico (expresado en % v/v).

Este comportamiento que ha sido corroborado con resultados ex
perimentales, simplifica las predicciones sobre el efecto gque
tendrd la composicidén de la fase mévil sobre la retencibn de
los solutos no ionizados. La siguiente ecuacién relaciona es
tos paré@metros:

(10)

donde ko es el factor de capacidad en una fase netamente acuo
sa, m es una constante para un soluto dadc en una columna y
disolventes determinados y | es la fraccién volumétrica de
agua en la fase mévil.

En quéllos casos en que el comportamiento es irregular, se de
be considerar el efecto de las interacciones silanofilicas®’.
En cromatografia.con adsorbentes polares como la silica, el
factor de retencibn estéd dado por la siguiente ecuacidn:

" 1
(ko +cy) "~ (11)

-
1

donde k;-l es el factor de retencibn obtenido con el disol-
vente menos polar como eluyente, ¢ es la fraccidn volumétri-
ca del disolvente mis polar y C es una constante caracteris-
tica del sistema cromatogrédfico.
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tomando en cuenta los dos tipos de interacciones {silanofi-
licas y solvofdbicas), el factor de retencibn resultante es:
1

(12)

= ny " -
k = kO e + (ko + Cy)

Puesto que el primer té&rmino incrementa mientrgs gue el se-
gundo disminuye al aumentar ¢, esta ecuacién predice una cur
va cbncava de log k vs. ¢ con un minimo, lo cual concuerda

con las observaciones experimentaleslﬁ

A bajas concentraciones de agua en la fase mb6vil, predomina

el mecanismo silanofilico, mientras que a concentraciones mis
elevadas su efecto es despreciable frente al efecto provoca

do por las interacciones solvofébicas.

Una medida que se ha tomado para reducir este problema esel
uso de aminas alifdticas gue interactfien fuertemente con los
grupos silanocles libres. Estas aminas se incluyen en la fa-
se mOvil en concentracidn suficientemente alta para que com-
pita con el soluto por los silanoles y de esta manera la re
tencidn del soluto sblo ocurra por interacciones solvof6bi-
cas y asi se puedan obtener grédficas lineales de log k vs. ..
Las moléculas pequefias como la trietilamina son muy solubles
y rueden servir tambi&n como buffers, s6lo que se requieren
altds concentraciones de estas sustancias., Si se utilizan
aminas mds voluminosas como la N,N- dimetildodecilamina se
requieren concentraciones mucho més bajas (del orden de l mM),
va que el complejo amino- silanol se estabiliza por interac-
ciones solvoffbicas entre el ligante hidrocarbonadoc de la fa
se estacionaria y la cadena alguilica de la amina®®. Se ha
observado que conforme mayor es la cadena de la amina, mayor
es su poder enmascarante'®?; ademds se ha observado tambi&n
que con fases de octadecilsilica los agentes enmascarantes

se enlazan mis fuertemente que con octilsflica.
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La retencidn silanofilica se puede evitar no s6lo por agentes
blogqueantes del silanol, sino también por enmascaramiento de

la funcién del soluto que interactfia con los silanolest?,

Sin embargo, las interacciones silanofilicas no siempre son
indeseables, en algunas ocasiones son favorables para mejo-
rar la retencidn de algfin compuesto asi como para mejorar la

selectividad de una separacidn
Efecto de las sales

La adicidn de sales reduce en la mayorfa de los casos la re-
pulsidn electrostdtica entre las moléculas de soluto. Apar-
te de su efecto electrostético directo, la mayoria de las sa
les inorgénicas neutras tambié&n aumentan la tensién superfi-
cial de soluciones acuosas, linealmente con el incremento de
la concentracidn. Por lo tanto, si un soluto es neutro, el
logaritmo de su factor de capacidad aumenta linealmente con

la concentracién de la sal, debido al incremento en la tensidn
superficial de acuerdc a la ecuacidén 8. Como resultado, el
logaritmo del factor de capacidad inicialmente disminuye con
el aumento en la concentracidn de la sal debido a un incre-

mentc en 2, y finalmente disminuye linealmente conforme la

tensidn superficial decrece. Este comportamiento se ha veri
ficado experimentalmente®® con solutos de diferentes dreas de

superficie.
Efecto del pH.

Los. solutos capaces de lonizarse pueden sufrir grandes cam-~

bios en sus factores de capacidad al variar el pH de la fase
mévil cuando el valor de pH estd cercano al valor de pKa del
soluto. Este efecto se ha tratado para &cidos y bases mono-

préticas, para &dcidos diprdticos y para zwiteriones. Por
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ejemplo, la dependencia del factor de capacidad de dcidos mo
noprdticos sobre la concentracibn del i8n hidrdgeno estd da
da por la siguiente ecuacidn:

Kk = Kneut ¥ Xion [u (13)

1+ Ki
[8 1

donde Ka es la constante de disociacidn del soluto y [H+] es
la concentracidn del idn hidrdgeno; ambos medidos en la fase
mbévil. Los factores de capacidad limites del soluto neutro

y completamente ionizado estén dados por K res-

neut ¥ kion'
pectivamente.

Este an8lisis asume gue las moléculas de soluto ionizadas y

no ionizadas alcanzan el equilibrio rdpidamente comparado con
la velocidad de equilibrio con la fase estacionaria y que el
enlazamiento de cada forma se caracteriza por las constantes
intrinsecas. De manera que el factor de capacidad para la

forma neutra estd dado por el valor limitante k multipli

cado por la fraccidn del soluto presente como egggzie neutra
en la fase movil, [H+]/([H+] + Ka). Para la forma ionizada
se puede desarrollar una expresidn similar. E1 factor de
capacidad resultante, kX, es la suma de los términos indivi-
duales. Este modelo se ha extendido para calcular el factor
de capacidad de especies que tienen mis de una funcién ioni-
zable ¥ 29,

De acuerdo a la ecuacidn 13, el factor de capacidad cambia
con el pH siguiendo una curva sigmoidea cuyo punto de infle-
xidn corresponde a un pH igual al pKa del grupo ionizable,
como se ilustra para &dcidos y bases monoprdticos en la fig.
No. 6.
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factor de capacidad, k°®

S YT
PH - pKa

~
w
E

i
1}

. NXo. 6 Efecto del pH de la fase mdvil sobre la retencidn
de &cidos y bases d&biles en fases estacionarias
no polares'®.

Este comportamiento est8 de acuerdo con numerosas observacio-
nes exverimentales gue manifiestan gue en cromatografia de fa
se inversa, en contraste con cromatografia de intercambio 1i6-
nico, hay una disminucién en el factor de capacidad al aumen-
tar La proporcidn de la forma ionizada del soluto. Consecuen
termen<te, la retencidn de aminas incrementa, mientras que la de
dcides carboxflicos disminuye con el incremento en el pH de
la fase mévil?é,

Efecto de la Temperatura

Se ha postulado gue las interacciones hidrofébicas se ven re-
forzadas con el incremento de la temperatura, sin embargo, la
expariencia generalwente demuestra lo contrario.
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Se han hecho algunos estudios sobre los efectos de la tempe-
ratura no controlada en los tiempos de retencién cuando seusa
gradiente deelucifn que han demostrado la necesidad de tener

un estricto control de la temperatural®r??

y ya que se llegan a
observar disminuciones en el tiempo de retencidn del orden de

una amplitud de pico.

También cuando el grado de ionizacién de un soluto cambia sig
nificativamente con la temperatura, se puede observar una de
pendencia anfmala del factor de capacidad sobre la temperatu
ra (T). Esto puede suceder por ejemplo, cuando la constante
de disociacién del buffer y del soluto muestran dependencias
sobre T significativamente diferentes. Como consecuencia,
los valores de retencién relativos de solutos ionizables'y
no ionizables pueden cambiar drdsticamente con la temperatu-
ralt,

Las gréficas de log k' vs. 1/T generalmente son lineales. En
ocasiones es recomendable un cambio en la temperatura cuando
se trabaja con fase inversa, por ejemplo: cuando se desea dis
minuir la viscosidad de la fase mbvil, con el fin de aumen-
tar la habilidad de ésta para disolver cantidades més gran-
des de muestra (particularmente para separaciones preparati-
vas de materiales poco solubles), o bién, para alterar la se

lectividad de una separacibn, etc.

Los empagues hidrocarbonados de fase inversa se han utiliza-
do con fases mbéviles acuosas a temperaturas hasta de 81°C por
grandes perfodos de tiempo sin ningfin problema'*. Una tempe-
ratura entre 50 - 60°C parece ser adecuada en cromatografia
de fase inversa si los componentes de la muestra lo permiten.
Comparado con las condiciones ambientales, a &stas temperatu
ras usualmente se dobla el nfimero de platos tebricos de la
columna.
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Los cambios en la temperatura de la columna pueden afectar
la selectividad en las separaciones cuando se estdn separan
do solutos con diferentes funcionalidades. Desafortunada-
mente la direccidn y grado en gue ocurren estos cambios no
son facilmente predecibles por lo que no es recomendable
usar la variacién de la temperatura como medida inicial para
ajustar la selectividad de una separacién?®
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III. PARTE BEXPERIMENTAL

Reactivos, Esténdares y Material.

Metanol grado crométografico.

Acido Fosfbrico grado analitico.

Fosfato mono y dibdsico grado analitico.

Agua destilada.

Acetato de sodio grado analitico.

Acido tricloroacético grado analitico,

Acido clorhidrico grado analitico.

Estédndares secundarios de cloropropamida proporcionados
por: ICN Farmacéutica, Productos Mavi y André Bigaux.
Esténdares secundarios de tolbutamida y de glibenclamida
proporcionados por la JCC del IMSS.

Esténdar USP de cloropropamida proporcionado por la JCC
del IMSS.

Esté&ndar USP de 1,3~ dipropilurea proporcionado por 1la
JCC. del IMSS.

Esténdar de p-toluensulfonamida proporcionado por el La-
boratorio Central de Hacienda.

Est&ndar de 4-clorobencensulfonamida proporcionado por
el Laboratorio Central de Hacienda.

Estédndar de 4-(2-(5~ cloro- 2- metoxibenzamido)etil) ben-
censulfonanida proporcionado por el Laboratorio Central
de Haclenda.

Excipientes de cloropropamida proporcionados por: ICN
Farmacéutica.

Excipientes para tolbutamida proporcionados por: Armstrong
Laboratorios de México y Quimica Hoechst de Mé&xico.
Excipientes para glibenclamida proporcionados por
Proguivemex.

Divisién Farmacéutica y por Laboratorios Sinales.
Estdndar de carboxitolbutamida proporcionado por Quimica

Hoechst de Alemania.

35



(')

Estindar de hidroxi- 3- metiltolbutamida proporcionado
por Quimica Hoechst de Alemania.

Estdndar de 4~ Cis~ hidroxiglibenclamida proporcionado
por Quimica Hoechst de Alemania

Estandar de 4- trans hidroxiglibenclamida proporcionado
por Quimica Hoechst de Alemania.

solucién salina isoténica.

Plasma humano proporcionado por el banco de sangre del
Centro Hospitalario La Raza del IMSS_

Equipo y material de laboratorio

Cartuchos Sep- pak de fase inversa Cie

Cromatégrafo de liquidos marca Waters con detector de
longitud de onda fija.

Cromatbgrafo de liquidos marca Perkin Elmer con detec-
tor de longitud de onda variable.

Se prepararondisoluciories amortiguadoras de fosfatos 0.01
M a diferentes pH y se filtraron a través de membranas
de 0.45 ym para la posterior preparacidn de la fase mb-
vil, la cual se desgasificd sometiéndola a ultrasonido

y vaclo durante 15 min.

Se prepararon también soluciones amortiguadoras de ace-
tatos 0.01 M a diferentes pH variando de 4.0 a 5.5.

Aparatos y Condiciones

En el desarrollo de metodologia para formulaciones ora-
les se utilizd un equipo Waters Assoc. (Milford, Mass,
U.S8.A.), compuesto por una bomba modelo M-6000 A, un in
yector automédtico modelo WISP 710 una columna de acero
inoxidable (30 cm X 3.9 mm de D.I.) empacada con fase
inversa: u- Bondapak Cie¢ con particulas de 10 um, un de
tector de UV de longitud de onda fija a 254 nm modelo
440 y un integrador Waters modelo 730.
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El equipo se operd con un flujo de la fase mévil de 0.7
ml/min. con una atenuacidn de 0.05 y se inyectaron 7 ul

P4

de muestra.

En el desarrollo de metodologia para plasma se utilizd

un equipo Perkin Elmer (Oakbrook, Ill, U.S.A.}) compues-
to por dos bombas modelo 3 B con una vélvula muestreado
ra Rheodyne modelo 7105 con un loop de 175 pl , un detec
tor de UV de longitud de onda variable Perkin Elmer mo-
delo LC 55 y un integrador Hewlett Packard modelo 3390A.
La columna utilizada fue la misma que para formulaciones
orales, en los dos casos se utilizd un guardacolumna de

acero inoxidable de 5 cm. de largo y empacado con el mis
mo sopoxrte que la columna,

El equipo se operd con un flujo de la fase mévil de 1.0
ml/min. El detector se utilizd a 237.5 nm con una ate-
nuacién de 8 y se inyectaron 100 pl. de muestra.

3.3.1 Desarrolle de la Metodologia para Formulaciones
Orales,

Se prepararcn disoluciones de cloropropamida, tol-
butamida vy glibenclamida solas y mezcladas, con
el fin de ver si alguna se podia utilizar como
esténdar interno de la otra.

Para la cloropropamida se encontr6 gue se obte-
nfa una respuesta adecuada pesando 100 mg, afo-
rando a 50 ml con metanol y haciendo una dilucidn
1 : 10 con metanol. Para la tolbutamida, pasan-
do 300 mg y siguiendo el mismo procedimiento vy
finalmente, para glibenclamida, pesando 62.5 mg,
aforando a 25 ml y después haciendo la misma di-
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lucibén. De esta manera se obtuvieron respuestas

semejantes para los tres compuestos.

Se inici6 un estudio del efecto de la fase mévil
con mezclas de metanol- agua, sobre el factor de
capacidad. Como los resultados con &stas fueron
satisfactorios, se considerd que ya no era nece-
sario hacer pruebas con mezclas de acetonitrilo-
agua, tal como se habfa previsto por ser éste un

disolvente menos econdmico y mis tdxico.

Una vez estudiado el efecto de aumentar la pro-

porcidn de agua en la fase mévil, se selecciona-
ron dos de las mezclas que se consideraron més

adecuadas y en ellas se estudif el efecto de 1la
variacidén del pH en la fase mévil. Para ello ce
prepararon disduciones acuosas de fosfato de pota
sié 0.01 M haciendo variar el pH desde 2.0 hasta

7.0 y después haciendo la mezcla con metanol.

De los resultados obtenidos en estas pruebas, se
seleccionaron las condiciones con las que se Ob-
tenian buenos tiempos de andlisis, un estdndar

interno adecuado y una buena resolucién entre to
dos los picos (el principio activo, su esténdar
interno y sus sustancias relacionadas). Poste=
riormente se procedid a la validacibn de los mé-
todos, la cual consistid en demostrar su especi-
ficidad y linealidad asi como en determinar su

repetibilidad y su exactitud.
Para probar la especificidad se prepararondisolu-

ciones de las sustancias relacionadas de estos

compuestos (productos de degradacidn o precurso-
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res) en la misma concentracibn en que se prepara
ron los fédrmacos de interés; analizandolas solas,
con el farmaco y con el estdndar interno, para
ver si la resolucibn entre &éstos picos era adecua
da. Ademés se compararon los espectros de absor-
cibén de las sustancias relacionadas y del compues
to de interés para ver si su respuesta resultaba
semejante.

Para probar la linealidad del sistema se prepara-
ron dos curvas estfndar. En el caso de cloropro-
pamida usando esténdares de concentracibn: 40,
80, 160, 200 y 320 .g/ml, conteniendo cada una de
ellas una concentracién de 600 pg/ml de tolbutami
da como estédndar interno. En el caso de tolbuta-
mida se usaron estdndares de concentracibn: 120,
240, 360, 600 y 960 .g/ml, conteniendo cada wuna
de ellas una concentracién de 200 ug/ml de cloro-
propamida como estéd&ndar interno. En el caso de
la glibenclamida se usaron estédndares de concen-
tracibn: 20, 40, 80, 104 y 128 ig/ml, habiéndo-
se seleccionado inicialmente condiciones cromato
gréficas en las que se utilizaba cloropropamida co-
mo estdndar interno, pero cuando se dispuso del
estdndar de una de las sustancias relacionadas de
la glibenclamida &stas se modificaron y el estén-
dar interno se cambid a tolbutamida en una concen
tracién de 230.4 wpg/ml.

Para determinar la exactitud en el caso de cloro-
propamida se pesaron 4 porciones de 100 mg de pla
cebo o mezcla de excipientes utilizada en una de
las formulaciones, se transfirieron a tubos de

centrifuga de 50 ml y se les adicioné respectiva-
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mente 0, 50, 100 y 150 mg de cloropropamida y se siguid

el procedimiento mostrado en la Fig. No. 7.

En el caso de tolbutamida se pesaron 4 porciones de 60 mg
de la mezcla de excipientes de una de las fornulaciones, se
transfirieron a tubos de centrifuga de 50 ml vy se les adiciond
respectivamente 0, 150, 300 y 450 mg de tolbutamida. Se mezcld
bié&n y se siguid el procedimiento de la Fig., No. 8.

En el caso de glibenclamida se pesaron 6 porciones de 380 mg
de la mezcla de excipientes de una de las formulaciones, se trans
firieron a tubos de centrifuga a 50 ml y se les adiciond
respectivamente 0, 6, 12, 20 26 y 32 mg. de glibenclamida.

Se mezclaron bien y se siguid el procedimiento de la Fig. No.9.

Para deerminar la precisidn del método se utilizaron pastillas
de algunos de los proveedores del IMSS, tomando camo muestra
rerresentativa (de 20 a 50 tabletas), moli&ndolas en un mor-
tero hasta reducirlas a polvo fino y pesando seis fracciones de ca
da una de ellas, en el caso de cloropropamida, equivalen
tes a 100 mg del principio activo, a 300 mg en el caso de tolbuta
nida v20 mg en el caso de glibenclamida, siguiendo el m&todo

respectivo segln el caso, descrito previamente (Figs. 7, 8 ¥ 9).

Desarrollc de la Metodologia Analitica para Determinacidn

de los Fé&rmacos en Plasma.

Debidc a gque ya existen varios métodos citados en 1la
literatura para la extraccidn de los férmacos del plasma
utilizando disolventes, en este trabajo se desarrolld un
método de extraccidn cromatogrdfica utilizando pequefias

columnas de fase inversa (cartuchos Sep-Pak) con el fin
de obtener una metodologia mas simple, ré&pida y de menor

manipulacidn.
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Muestra homogeneizada

tubo de centrifuga de 50 ml

Adicionar 10 ml de disolucibn de estd&ndar interno
(tolbutamida 30 mg/ml)

Adicionar 30 ml de metanol

Someter a ultrasonido durante 15 min.

Adicionar 10 ml m&s de metanol

Agitar

Centrifugar a 2,000 rpm durante 10 min.

iy

Tomar alicuota de 5 ml

!

Inyectar 7 ul en|
el cromatégrafo |

{Aforar a 50 ml con metanolJ———é

g

1g. No 7 Esquema del procedimiento seguido para la pre-
paracifn de las muestras de cloropropamida pa-

ra su and8lisis.
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Muestra homogeneizada

tubo de centrifuga de 50 ml

Adicionar 5 ml de disolucibn de est&ndar interno
{(cloropropamida 20 mg/ml)

l

Adicionar 35 ml de metanol

Someter a ultrasonido durante 15 min.

Adicionar 10 ml m&s de metanol

Agitar

Centrifugar a 2,000 rpm durante 10 migq

Tomar alicuota de 5 ml

Aforar a 50 ml con metanol

Inyectar 7 nl en el cromatbgrafo

Fig. No. 8 Esquema del procedimiento seguido para la pre
paracidn de las muestras de tolbutamida para

su anflisis.
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Muestra homogeneizada

tubo de centrifuga de 50 ml

Adicionar 5 ml de disolucibn de estfndar interno
(tolbutamida 11.52 mg/ml)}

Adicionar 15 ml de metanol

Someter a ultrasonido durante 15 min.

Adicionar 5 ml mds de metanol

Agitar

Centrifugar a 2,000 rpm durante 10 min,

Tomar alfcuota de 5 ml

Aforar a 50 ml con metanol

Inyectar 7 .1 en el cromatdgrafo

Fig., No. 9 Esquema del procedimiento seguido para la pre
paracidn de las muestras para el an&lisis de

glibenclamida.
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Se estudi6 el efecto de diferentes tratamientos
para la precipitacién de las proteinas del plas-
ma sobre los f&rmacos bajo estudio. Estos fueron:

KH,PO, 0.3 M

Disolucidn amortiguadora de fosfatos
PH = 7.0 (0.5 M)

Acido clorhidrico 0.05 M

Acido tricloroacético 300 mM

Para ello se prepararon muestras de los férmacos
en solucidn salina y se observ6é si habia precipi
tacidn de los mismos al afiadir las sustancias men
cionadas. Posteriormente se efectuf el mismo es
tudio con los fdrmacos disueltos en plasmahumano.

Como ninguno de los tratamientos a excepcibn del
&cido tricloroacético (TCA) provocé la precipita
cidén de las proteinas del plasma y debido también
a que se presentaron efectos adversos sobre los
cartuchos Sep- Pak, se descartd el uso de dichas

sustancias precipitantes.

Se llevd a cabo un estudio del efecto del pH so
bre el porcentaje de recobro de los farmacosen di
solucibn salina isotdnica. El procedimiento se-
guido para la preparacibn de las muestras se es-
quematiza en la Fig. No. 10. Para este caso se
recolectaron por separado las diferentes fraccio
nes del eluato (de 0a 0.5 ml, de 0.5 a 1.5 mlyde
1.5 a 2.5 ml) y se inyectaron directamente en el
cromdtografo para ver en qué fraccibn se obtenia
el mayor rendimiento del fédrmaco, haciendo la de
teccibn del fédrmaco a 237.5 nm y bajo las mismas
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condiciones cromatogrédficas utilizadas en formu-

laciones orales.

De las disoluciones amortiguadoras estudiadas, se se
leccionaron dos con el fin de analizar el efecto
del pH del agua con que se lava la columna de se-
paracibn después de pasar la muestra (ver £ig.10)
sobre el porcentaje de recobro del farmaco. Para
ello, después de hacer el tratamiento correspon-
diente, se compararon los resultados de muestras
en que se hacia el lavado con agua destilada con
los de muestras en que se lavaba con el mismo bu-
ffer utilizado para la preparacién de la muestra

y acondicionamiento de la columna.

Durante la fase de seleccidn de condiciones defi-~
nitivas para la preparacidén de la muestra se en-
contraron como las mis adecuadas, por obtener ma-~
yor recobro, el uso de la disolucibn amortiguadora
de fosfatos de pH = 2.0 y seguir el procedimiento
descrito en la Fig. No. 10. El aforo con agua
destilada se hace con el fin de gue el disolvente
en que se encuentra la muestra sea menos fuerte
que la fase mévil y de esta manera evitar el en-
sanchamiento de los picosiﬂ

Para el caso de cloropropamida se adicionaron 20 =1
de una disolucién de 1000 ppm de tolbutamida como
estédndar interno y en el caso de tolbutamida se
adicionaron 10 .1 de una disolucidn que contenia

1000 ppm de cloropropamida como su esté@ndar interno,

Siguiendo la metodologia descrita en la Fig, No.

10, se prepararon muestras de diferentes plasmas
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Preparacifén de la muestra:

Ty Nt \ A 11N A —
a 1 ml de plasma conteniendc una can-

tidad concocida del fairmaco, se le
adiciona el estflndar interno y se mez
cla con 2 ml de disolucidn amortigua—
dora del pH deseado.

Acondicionamiento de la columna con
10 ml de disolucibn amortiguadora de
fosfatos al pH deseado.

X

B Acondicionar la columna
a t
Pasar la muestra a través de la n 10 ml de ol.

columna.

N

b

Lavar la columna con 10
Lavar la columa cor. 10 ml de nl de agua destilada.

agua destilada.

i

Lavar la columna con 10
Eluir con 2 ml de metanol ml de metanol.

i‘r

Regeneracifn de la columna

Recoger el eluato en un matraz volu-
métrico de 5 ml y aforar con agua
destilada.

Inyectar 100 ul en el cromatfgrafo ha-
ciendo la deteccitn a 237.5 nm.

Fig. No. 10 Esqueme del procedimiento seguido para la
preparzacidn de las muestras para el andlisis

de clcropropamida y tolbutamida en plasma.
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que no contenianestos flrmacos para asegurar gue
no se extrajeran compuestos del plasma gue pudieran
interferir con el fédrmaco de interés o con su es
té&ndar interno.

Se prepararon disoluciones de los metabolitos de
los férmacos y se corrieron los cromatogramas co-
rrespondientes,

Se cambiaron las condiciones cromatogréficas ba-
séndose en el estudio realizado en la primera par
te de este trabajo, para asegurar la especificidad
del método. En este punto se probé un cambio de
discluci®n amortiguadora en la fase mévil, reempla-
zando la de fosfatos por una de acetatos (ya que
éste dltimo tiene un pKa més cercano al pH elegi
do) y se compararon las resoluciones entre los pi
cos con ambas fases.

Una muestra de plasma conteniendo los metabolitos
de tolbutamida {(ya que la cloropropamida préctica
mente no se metaboliza) se sometid al mismo trata
miento para estimar de manera aproximada su por-

centaje de recobro.

Pinalmente se llev6 a cabo la validacidén de los
métodos para la cuantificacidén de cloropropamida
y tolbutamida en plasma, la cual consistié en pro
bar especificidad, linealidad, estabilidad de los
farmacos en las muestras de plasma y en determi-
nar la exactitud (porcentaje de recobro), repeti

bilidad, limite de deteccidn y precisidn.

Como se menciond anteriormente, la especificidad
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de los métodos se probd al hacer las modificacio

nes de las condiciones cromatogrdficas.

Para determinar el limite de deteccién se prepara
ron inicialmente muestras de plasma conteniendo 1
ug/ml del fé&rmaco bajo estudio y se fue disminu-
vendo cada vez la concentracidn de éste, a la mi-
tad de la concentracién anterior, hasta que la se
flal obtenida en el cromatégrafo ya era del mismo or
den que el ruido.

Posteriormente se procedid a determinar la precisién
de los mé&todos, para 1o cual se seleccionaron tres
niveles de concentracidn, bajo (cercano al limite
de deteccidn), intermedio y alto. En el caso de
cloropropamida se utilizaron las siguientes concen
traciones 1, 10 y 100 ug/ml de plasma, agregando

en cada caso una concentracién de 20 ug/ml de tol-
butamida como estéindar interno. Para la tolbutami
da las concentraciones utilizadas fueron 2, 20 vy
100 .g’/ml de plasma, utilizando en cada caso una
concentracidén de 10 ug/ml de plasma de cloropropa-
mida como esténdar interno. De cada una de las con
centraciones mencionadas se prepararon 6 muestras

en plasma y se analizaron independientemente.

Para probar la linealidad del método se adiciona-
ron en diferentes tubos de ensaye conteniendo 1 ml de
plasma "blanco", cantidades variables de disolucio-
nes metanblicas de los farmacos (siempre en un vo
lumen menor a 100 1) y el volumen correspondien-
te del estdndar interno. En el caso de cloropro-
pamida se tuvieron las concentraciones de 0, 0.5,

1, 2,5, 10, 25, 50y 100 ug/ml de plasma y para la
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tolbutamida, 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50 y 100 pg/ml
de plasma. Estas muestras se sometieron al tra-
tamiento que se esquematiza en la Fig. No. 10.

Al mismo tiempo se prepard una curva estindar con
las mismas concentraciones para poder determinar
el porcentaje de recobro de los métodos por compa

racibn de las pendientes de las dos curvas.

Para el estudio de reproducibilidad de los mé&to~

dos se procedid de la forma siguiente:

Se prepararon muestras en plasma con una concen-
tracidén media del firmaco y éstas fueron analiza-
das por duplicado, por dos analistas durante dos
dias consecutivos, comparando en cada caso con una
muestra de igual concentracidn preparada en ese

momento por el respectivo analista.

Finalmente se hizo un estudio de estabilidad de
los farmacos en el plasma. Para ello se prepard
suficiente plasma con una concentracidén media del
fdrmaco bajo estudio., Esta se separé en fraccio-
nes de 2.5 ml y se guardaron en tubos de ensaye
sellados con parafilm en el congelador para ser
analizadas periddicamente a lo largo de 8 semanas.
Se analizaron muestras a las 0, 24, 72 horas, 1,
2, 4, 6 y 8 semanas, comparando en cada caso con
una muestra recien preparada de igual concentra-
cibén para determinar el nivel de degradacibnde los
f8rmacos, ocurrido durante dichos periodos de alma

cenamiento.

Con el fin de hallar la explicacibén de algunos re
sultados anémalos que se presentaron, se procedid

49



a estudiar el grado de adsorcién del férmaco so-
bre las columnas de separacidn (Sep~ Paks). Para
este efecto se hizo pasar una muestra de concen-
tracién media de cloropropamida a travé&s de un
cartucho nuevo, después de su recuperacibn vy
de haber efectuado el tratamiento correspondien-
te al cartucho (ver fig. No. 10} se pasd una mues-
tra de concentracidn alta de cloropropamida (100
wg/ml), se extrajo y se volvié a hacer el trata-
miento de regeneracidén del cartucho. Por Gltimo
nuevamente se hizo pasar una muestra de concentra
cién media de cloropropamida. Esta muestra asf
como la inicial (recuperadas siguiendo el procedi
miento de la Fig. No. 10) se inyectaron enel cro
mat8grafo y los resultados se sometieron a compa
racidn.

En el caso de glibenclamida se empez6 directamen-
te probando la misma técnica de separacidn gque se
utilizé para los otras dos, pero se detectd la pre
sencia de una interferencia en el plasma. Se pro-
baron 10 plasmas diferentes y todos contenfan -la
misma interferencia. Se hicieron varias modifica
ciones en las condiciones cromatogfaficas (compo-
sicibn de la fase mévil, pH, etc.) pero no se lo-
gr6 la separacién del férmaco.

Se probaron otros tratamientos del plasma como el
de TCA para ver si de esta manera se podia elimi-
nar la interferencia, pero se tuvo poco &xito.

Finalmente, se tratd de establecer el nivel de con
centraciones que podian ser estudiadas por este
método para ver si se lograba determinar con pre-
cisibn las concentraciones que normalmente se encuentran
en plasma.
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IV, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados de Formulaciones Orales

En la table No. 1 se muestran los valores obteni-
dos de factores de capacidad mediante la ecuacién
14 al variar la composici6n de la fase mévil. En
la Fig. No. 11 puede observarse la representacién
gfafica de estos resultados:

_ tr - to
k' = it (14)

donde:

tr

tiempo de retencibén del compuesto respectivo

to

tiempo muerto de la columna determinado con
un compuesto no retenido en la columna, ni-
trito de sodio en este caso.

COMPOSICION DE
LA FASE MOVIL k' CLOROP. k' TOLBUTAM. [ k' GLIBENCLAM.
(¢ DE H20)
0% 0.855 1.268 1.017
5% 0.844 1.301 1.006
10% 0.816 1.291 1.028
20% ~ 0.799 1.318 1.168
30% 1.089 2.073 2.877
40% 1.430 3.039 8.559-

Tabla No. 1 Factores de capacidad de las sulfonilureas al
variar la proporcidén de agua en un sistema for
mado por MeOH-H,O.
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Como puede observarse en la gréfica No. 11, los
tres compuestos muestran el comportamiento expo-
nencial esperado de acuerdo a la ecuacibn 9y pue
de verse ademis que hay una inversidn en el orden
de elucidn entre la glibenclamida y la tolbutamida.

De los sistemas estudiados se seleccionaron dos
para estudiar el efecto del pH sobre el factorde
capacidad de los compuestos. Uno en la primera
parte de la curva para estar en una zona en la
gue no se viera muy afectado el factor de capaci
dad con pequefias variaciones en la composicilbn
de la fase mévil y otro en una zona en la que ya
se obtiene una mayor separacién de los compues-
tos. Estos sistemas fueron los que contenianl5%
y 30% de agua. En las tablas 2 y 3 se muestran
los valores de factores de capacidad obtenidos
en funcidn del pH para los dos sistemas seleccio
nados y en las figuras 12 y 13 se puede observar
la representacifn gréfica de estos resultados.
Es notable que estas gré&ficas y especialmente la
de la Fig. No. 13 sean semejantes a las mostra-
das en la Fig. No. 6 para &cidos débiles, mos-
trando un punto de inflexibn en las curvas cerca
no al valor de pKa de los compuestos (entre 4 y
5.5).
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pH EN LA FASE

ACUQSA k' CLOROPROP. k' TOLBUTAM. | k' GLIBENCLAM.
2.00 2.039 2.072 2.670
3.00 2.072 2.123 2.804
4.00 1.961 2.045 2.603
4.50 1.793 1.983 2.480
5.00 1.665 1.877 2.257
6.00 1.307 1.33¢ 1.368
7.00 0.972 0.978 1.039%

Tabla No. 2

Factores de capacidad de las sulfonilureas al

variar el pH en un sistema de MeOH- H,0 85:15

pPH EN LA FASE

ACUOSA k' CLOROPROP. k' TOLBUTAM.; k' GLIBENCLAM.
1.844 2.978 3.218 7.307
3.036 3.101 3.397 7.212
3.910 2.804 3.145 7.034
4.480 2.721 3.1%6 7.168
5.016 2,056 2.281 4,989
6.020 1.587 1.676 2.693
6.494 1.207 1.363 2.302
7.025 1.067 1.151 1.866

Tabla No. 3 Factores de capacidad de las sulfonilureas al

variar el pH en un sistema de MeOh - H.0  70:30
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Fig. No. 11 Efecto de la composicién de la fase m&vil sobre
el factor de canacidad de las sulfonilureas.
(-} cloropropamida (+) tolbutamida; (x) gliben-
clamida.
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Fig. No. 12 Efecto del pH de la fase mdvil sobre el factor de
capacidad de las sulfonilureas. (-} cloroproami-
da; {+) tolbutamida:; (x) glibenclamida. Sistema
Metanol- agua 85:15.

De acuerdo a estos resultados y ya que se contaba con es
tas sustancias con un alto grado de pureza, se dicidid
utilizar como esténdar interno unas de otras. Asi por
ejemple, para el anélisis de cloropropamida se utilizé
inicialmente una fase mdvil compuesta por 70% de metanol
y 30% de solucidn acucsa de fosfato de potasio 0.01 M
con un pHE de 4.5, usando como estdndar interno a la tol-
butamida. Bajo estas condiciones el tiempo de an&lisis
fue de 8 min. Para el an8lisis de tolbutamida, las con-
diciones fueron las mismas, utilizando a la cloropropami
da como estidndar interno.

Para glibenclamida se utiliz6 una fase mévil compuesta por
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Fig. No. 13 Efecto del pH en un sistema de metanol-
agua 70:30, sobre el factor de capacidad
de las sulfonilureas. (°) clorcpropamidéa;
(+} tolbutamida; (x) glibenclamida.

70% de metanol, 30% de solucidn buffer de fosfato de po
tasio 0.01 M de pH 5.5. Bajo estas condiciones se pue-
de utilizar como estdndar interno tolbutamida o p- to-
luensulfonamida (una sustancia relacionada de la tolbu-
tamida) , ya que tienen tiempos de retencidn précticamen
te iguales. En &ste caso se prefiri6 utilizar tolbuta
mida por facilidad en su adquisicién.

En cuanto a la especificidad de los métodos, para cloro
propamida se probaron sus dos sustancias relacionadas;
1,3~ dipropilurea y 4~ clorobencensulfonamida. La pri-
mera no interfirié bajo las condiciones de anélisis
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(aparentemente queda retenida en la columna)y la segunda,
tiene un tiempo de retencidn un poco menor que el de la
cloropropamida, de manera que de existir degradacién de
la cloropropamida, se podria observar perfectamente (Ver
fig. No. 15). Si se desea una mejor resolucidn entre los
picos, se puede aumentar a 40% el contenido de la fase
acuosa en el sistema de elucibn (ver fig. No. 16); sin
embargo, es importante hacer notar gue en estos cromato
gramas, las sustancias relacionadas se prepararon en la
misma concentracidn gue el fArmaco de interés, lo cual
en la realidad es un caso improbable. Aln asi la res-
puesta de la sustancia relacionada es muy pequefia compa
rada con la cloropropamida. En la Fig. No. 14 se mues-
tra el espectro de absorcidén de la cloropropamida v de
la 4- clorobencensulfonamida preparadas en la misma con
centracién y como se puede observar, la 4- clorobencen-
sulfonamida absorbe mucho menos que la cloropropamida

en todo el intervalo de longitudes ée onda probado.

En el caso de la tolbutamida el Gnico producto de degra-
dacidn es la p- toluensulfonamida. En la Fig. No. 17
se muestra el espectro de absorcidn de estos compuestos
y puede observarse que en este caso la absorcidén de los
componentes es casi igual a concentraciones iguales.
Bajo las condiciones seleccionadas inicialmente, la p-
toluensulfonamida tiene un tiempo de retencidn semejan
te al de la cloropropamida (ver figs. 18 y 19), perosi
se aumenta a 40% la fase acuosa en el sistema de elucidn,

ya se resuelven bien los tres picos (Ver Fig. No. 20).

La glibenclamida tiene dos sustancias relacionadas: la 4-
(2-(5- cloro- 2- metoxibenzamido) etil) bencensulfonami
da y el etil- N- 4~ (2-(5- cloro-~ 2~ metoxibenzamido)

etil) bencensulfonil~ N- metil carbamato, de las cuales
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Fig. No. 15 Cromatograma de cloropropamida. a) pico

del disolvente, b) tico de 4- clorobencensul
fonamida; c) picc de cloropropamida; d)

pico de tolbutamida. Sistema MeOH: disolu-

cidn de fosfato ée potasio 0.01 M pH 4.5.
70:30.

Fig. No. 16 Cromatograma de clropropamida. a) pico del

disolvente, b) pico de 4- clorobencesulfo-
namida; c¢) pico de cloropropamida; d) pico
de tolbutamida. Sistema MeOh: disolucidn de

fosfato de potasio 0.01 M pH 4.5. 60:40
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Fig. No. 14 Espectro de absorcién de cloropropamida y
de 4~ clorobencensulfonamida, corridos en
un equipo Beckman modelo DU 7. (a) cloro-
propanida, (b) 4-clorobencensulfonamida.

sblo se consiguid la primera. Se considerd aceptable

trabajar s6lo con ésta tomando en cuenta que, al ser am
bas sustancias productos de degradacidn, con gue apa-

rezca una de ellas en una muestra es indicio suficiente
de que el producto se estid degradando. En la Fig. No.

21 se muestran los espectros de absorcidén de la gliben-
clamida y de su sustancia relacionada, y como puede ob-
servarse, a pesar de que &sta absorbe un poco menos que
la glibenclamida muestra los mismos méximos, por lo que
es necesario conseguir una buena separacidn, va que la
respuesta del producto de degradacidn es del mismo orden

gue la del farmaco. Bajo las condiciones seleccionadas,
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Fig. No. 17 Espectros de absorcidn de tolbutamida v de
p-~ toluensulfonamida, obtenidos con un equi
pe marca Beckman modelo DU 7. (a) tolbuta-

nmida, (b) p- toluensulfonamida.

la primera sustancia se separa bien de la glibenclamida
v del esténdar interno (ver fig. No. 22)-

4 pesar de que la validacidn de los métodos para cloro-
propamida y tolbutamida se hizo para el sistema de elu-
cidn: 30% fase acuosa-70% fase metandlica, los resulta-
dos pueden extenderse a las condiciones 40% fase acuosa-
60% metanol, va que la linealidad no se verd afectada
porgue se alarguen un poco los tiempos de retencién.
Ademds, el porcentaje de recobro v precisidn del mé&todo
dependen del proceso de preparacidn de las muestras y no

no de las condiciones cromatogrédficas, cuando hay una
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Fig. No. 18 Cromatograma de tolbutamida. a) pico del
disolvente; b) pico de cloropropamida; c)
pico de tolbutamida. Sistema MeOH: disolu-
cibén de fosfato de potasio 0.01 M pH 4.5
70 : 30.

La #t3 b 5.25

Fig. No. 19 Cromatograma de tolbutamida. a) pico del di
solvente; b) pico de p-toluen sulfonamida;
c) pico de tolbutamida. Sistema MeOH: diso-
luciobn de fosfato de potasio 0.01 M pH 4.5
70 : 30.
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Fig. No. 20 Cromatograma de tolbutamida. a) pico del di-
solvente; b) pico de p- toluensulfonamida;
¢) pico de cloropropamida; d) pico de tol-
butamida. Sistema MeOH: solucidén de fosfa
to de potasio 0.01 M pH 4.5 60: 40.
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Fig. No. 22 Cromatograma de glibenclamida. a) pico del
solvente; b) pico de cloropropamida; c) pi
co de 4-(2-(5- cloro- 2- metoxibenzamido)
etil) bencensulfonamida; d) pico de gliben
clamida. Sistema MeOh: solucibn acuosa de

fosfato de potasio 0.01 M pH 5.5. 70: 30.
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ig. No. 21 Espectros de absorcidn de glibenclamida y de

4-i{Z2=(2~ cloro~ 2- metoxibenzamido) etil)
bencensulfonamida, obtenidos con un espectroc
fotométro marca Beckman modelo DU 8. (a)

glibenclamida, (b) sustancia relacionada.

Adecuada separacidn, como se mostrd en el caso de la

clibenclamida.

Dekido a que las sustancias relacionada no se habia
podido conseguir inicialmente, se seleccionaron como
condiciones previas, 15% de fase acuosa (pH = 3.0):

85% de fase metandlica, usando como estédndar inter-
no a la cloropropamida v se procedid a hacer la vali
Gacidn bajo estas condicicnes. Después de gue se con
siguid el esténdar del producto de degradacién

se probd la especificidad del método v se llegd a la con
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clusibn de que no era esvecifico, ya que el producto de
degradacidn salia al mismo tiempo que el esténdar inter
no, por lo que se tuvc gue cambiar de sistema y de estén
dar interno, seleccionando finalmente las condiciones:

30% de solucidn acuosa de pH = 5.5 : 70% de metanol,

utilizando tolbutamida como esténdar interno. Se volvid
a determinar la exactitud y precisidn del método asi co
mo a verificar su linealidad. Los resultados a pesar de
todos los cambios realizados fueron exactamente los mis
mos, por lo gue se concluyve que la precisidn y exactitud
del método no dependen de las condiciones cromatogrdfi-

cas.

En las Figuras 23, 24 v 25 se muestran las curvas de ca
libracidn de la relacidn de &reas vs. concentracidn pa-
ra los tres mé&todos, conrn lo cual se comprueba la linea-
lidad, del sistema.

Los resultados del recobro y la precisidn para el método
de cloropropamida se resumen en las tablas No. 4 y 5 vy

en la gréfica No. 26.

Igualmente, én las tablas No. 6 y 7 y en la grdfica No.
27 se resumen los resultados de precisidn y exactitud
del m&todo para la determinacidén de tolbutamida.

Las tablas No. 8 y 9 y ra grafica No. 28 muestran los

resultados de la precisidn y exactitud del método para

glibenclamida.
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Fig. No. 23 Curvas de calibracién de cloropropamida.

- 0.0066

0.00505 b

(1) r = 0.99999 m

(2) r = 0.9999 m 0,00496 b = 0,00157
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Fig. No. 24 Curvas de calibracién de tolbutamida.
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Fig, No, 25 Curvas de calibracidn de glibenclamida.

0.0 7477 b = 0,0038
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(1) r 0.999 m

0.99%89 m 0.007497 ==0.00256
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CONCN. AGREGADA CO&CN RECUPERADA % DE RECUPERACION
{mg/ml) ~ . (mg/ml) n=1
0.10006 0.100000 99.96
0.19994 0.20036 100.21
0.3000é 0.29766 98.95

% de recobro promedio = 99.71%

Cc.V. = 0.67 %
Tabla No. 4 Resultados del % de Recobro de Cloropropamida

CUPERRARDA (ug/mi )

~
©
®

RE

CONC.

©
3

Fig. No. 26 Gré&fica de % de recobro de cloropropamida.

r = 0,999 m = 0,9911 b = 0.0006
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MUESTRA i CONC. ENTRADA / TABLETA
1 ; 250.86 mg
2 ! 250.24 mg
3 i 253.06 mg
4 E 255.96 mg
5 I 251,22 mg
6 252.85 mg
X = 252.37 mg
C.V. = 0.827 %

Precisibén con un 95% de confianza = 0.867%

Tabla No. 5 Resultados de la Repetibilidad del mé&todo
de Cloropropamida. ‘

CONCN. AGREGADA! CONCN.RECUPERADA % DE RECOBRO
(mg/ml) i (mg/ml)
i 0.30000 % 0.3027 100.89
0.6000Q § 0;6007 100.12
| 0.90000 | 0.9024 100.26
% de recobro promedio = 100.42%
C.V. = 0.405%

La precisidn se calculd mediante la siguiente
S x ta/2 g.l.
X /T

férmula--: 2 P = = 100 (15)

Tabla No. 6 Resultados del % de recobro de Tolbutamida.
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Fig. No. 27 Gréafica de % de Recobro de Tolbutamida.

r = 0.99999, m = 1.0017, b = 0.00067

MUESTRA CONCN. /TABLETA
1 507.73 mg
2 506.59 mg
3 506.58 mg
4 509.86 mg
5 506.54 mq
X = 507.46 mg
cC.V.= 0,28%

Precisién con un 95% de confianza = 0.35

Tabla No. 7 Resultados de la Repetibilidad del método

para Tolbutamida.
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CONC. AGREGADA | CONC. RECUPERADA $ DE RECOEBRO

(pg7ml) (1+g/ml)
23.92 22.80 85,30
48.28 47.56 98.50
80.04 77.42 06.73
104.00 99.84 96.00
128.00 122.58 95.77
% de recobro promedio = 96.46%

c.v. = 1,30%

Tabla No. 8 Resultados de % de Recobro de Glibenclamida.
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Fig. No. 28 Gréafica de % de Recobro de Glibenclamida.
r = 0.9999, m = 0.9581, b = 0.339,
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Como se puede observar tanto en la tabla No. 8 como en

la fig. No. 28, el recobro de la glibenclamida es un po-
co bajo y significativamente diferente que el de las otras
dos {ver apéndice I). Esto indica que el m&todo tiene un
error sistemftico proporcional, debido posiblemente a la
baja solubilidad del fé&rmaco en metanol o a la adsorcidn
del f&rmaco en los excipientes, etc.

Aungue al parecer, la ordenada al origen de la grdfica
No. 28 es un poco alta, estadisticamente no es diferente
de cero {ver apé&ndice I), por lo que el método no presen
ta errores sistemfticos constantes.

Cuando se trabajd con este férmaco se puede apreciar tam
bién lo importante que es la homogeneidad en la agitacifn
por ultrasonido para obtener resultados reproducibles,ya
gque por su limitada solubilidad, si no se agitan homogé-
neamente todos los tubos, se obtienen variaciones muy
grandes entre los resultados.

MUESTRA CONCN./TABLETA
1 5.346 mg
2 5.412 ng
3 5.375 mg
4 5.395 mg
5 5.364 mg
6 5.366 mg
X = 5.376 ng
C.V. = 0.44%

Precisién con un 95% de confianza = 0.46%

Tabla \No. 9 Resultados de la Repetibilidad del M&todo de
Glibenclamida.
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En la siguiente tabla se hace una comparacién de los re
sultados de validacidn de los métodos d
glibencalmida. Como se puede observar, a pesar de haber
se hecho modificaciones de esténdar interno y de condi-

ciones cromatogréficas, los resultados no son significa-

tivamente diferentes.

! METODO,ler. SISTEMA| METODO, 2do SISTEMA

i (G

! PRESICION 95% 0.491% 0.463%
!

| % DE RECOBRO 96,37% 96.46%

V. DEL %

c.
DE RECOBRO 1.31% 1.30%

Tabla Nc. 10 Comparacidn de la validacién de los méto-

dos para Glibenclamida.
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4.4.2

Resultados de Plasma

I.

Preparacién de Muestras

Se probaron diferentes tratamientos para la preci-'
pitacién de las proteinas del plasma, estos fueron:
KH,PO, 0.3 M; de pH = 7.0, &dcido clorhidrico 0.05

M y &cido triclorocacético (TCA) 300 mM. De todos
€stos tratamientos s6lo el tricloroacético (TCA)
provocd la precipitacidén de las proteinas, pero ob
teniéndose un rendimiento muy pobre de los férmacos
(~40%) , ademds de gue aparentemente, este tratamien
to afecta a los cartuchos Sep=-Pak, provocando que
éstos pierdan su capacidad de retencibn.

Con la solucidn de fosfatos los rendimientos fue-
ron mayores, sin embargo, también se observaron
efectos sobre los cartuchos. El flujo se obstruia
rédpidamente y al eluir las muestras, &stas se obte
nian bastante turbias. Con el HCl 0.05 M los re-
sultados fueron adecuados, no se vid afectado el
cartucho y se obtuvieron muestras transparentes.
Esto sugirié que el efecto preponderante sobre el
rendimiento era el pH y no en si la precipitacidn
de las proteinas y que de utilizarse algdn agente
modificador del pH, éste debia utilizarse en baja
concentracidn, por lo que se prosigid a estudiar
dicho efecto en la preparacidn de las muestras so
bre el porcentaje de recobro de los fédrmacos condi
soluciones buffer de fosfatos 0.01 M desde un pH
de 2.0 hasta 7.0.

En la tabla No. 11 se muestran los resultados obte

nidos en este estudio, determinando el contenido
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El contenido de este fdrmaco en diferentes fraccio-
nes del eluato.

u % RECOBRO CLOROPROPAMIDA % RECOBRO TOLBUTAMIDA
PR 1 0-0.5 m1] 0.5-1 m1| 1-2ml] ToTAL [ 0-0.5 m1]0.5-1 mt |1-2 mi]|TOTAL

|
2,0 9.25 82.22 0.127 91.61 2.41 85.10 "0.45 [87.97

3.0 6.89 82.13 0.99 90.01 5.32 84.69 ~ 0 190.07

4.0 7.49 83.41 0.50 91.39 4.06 80.53 ~ 0 184.59

5.0 ; 27.38 61.22 0.84 89.44 13.33 69.80° ~ 0 |83.13
— -

6.0 : 33.37 54.24 ~ 0 87.61 17.43 68.92 ~ 0 |86.35

7.0 ; 40.35 38.49 ~ 0 73.84 32.67 | 47.67 ~ 0 [80.34

NOTA: Estos valores son promedio de dos determinaciones.

Tabla No. 11 Efecto del pH en la preparacién de la muestra
sobre el % de recobro de tolbutamida y cloro-
propamida.

Como se puede apreciar en la tabla No. 11 hay una tenden-
cia a disminuir el porcentaje de recobro total de las mues
tras conforme se aumenta el pH. Aparentemente, al aumen-
tar el pH los compuestos pasan a su forma ionizada y son
menos retenidos en la fase inversa de la columna asi que
empiezan a eluir con el agua de lavado. Por esta razdn
se eligieron el pH de 2.0 y el 4.0, limites de intervalo
con mayor rendimiento, para hacer una comparacién de la
recuperacifén de una muestra lavada con agua y con otra

lavada con el mismo buffer con que se preparé la muestra.



Debido a que los resultados fueron poco consistentes, no
se puede asegurar que haya una diferencia notable entre
lavar con el buffer y lavar con agua destilada. Se deci
did entonces seguir el tratamiento con buffer de fosfa-
tos de pH 2.0 y hacer el lavado con agua destilada para

asegurar asi la mejor conservacidén del Sep- Pak.

Las grandes variaciones en los resultados obtenidosy los
porcentajes de recobro acumulativos mayores al 100% sugi
rieron gue no siempre se estaba obteniendo el mismo volid
men de eluato del Sep-Pak y/o que como se eluye con meta
nol, éste se volatiliza r&pidamente, aumentando la concen
tracidén de las muestras, lo que a su vez, impedia obte-
ner una buena reproducibilidad en las determinaciones.
Se decidié llevar a cabo un aforo de la muestra con agua,
para que asi la fuerza del disolvente en que estaba pre-
parada la muestra fuera menor que la de la fase mdvil uti
lizada y de esta manera se pudieran inyectar voldmenes
mayores sin pérdida de sensibilidad y de resolucidn en-
tre los picos.

1I. Métodos

A. Cloropropamida

Durante los primeros an8lisis efectuados para la
cloropropamida, se observd gue se obtenia un pe-
quefio pico proveniente del plasma gue interferia
con la determinacidn, por lo que fue necesario

cambiar las condiciones cromatogréficas, quedan-
do finalmente las siguientes condiciones 45% de
buffer a pH 4.5(0.01 M): 55% de metanol a un flu
jo de 1.0 ml/min v haciendo la deteccibn a 237.5

£

nm, inyectando 100 1 de la muestra preparada co
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Fig. No.

mo ya se describié. Como la cloropropamida
précticamente no se metaboliza'? no fue necesa
rio probar la especificidad del método con me-
tabolitos; en la Fig. No. 29 y 30 se muestran
los cromatogramas obtenidos bajo estas condi-

ciones.

Como se observ8 que el buffer de fosfatos empe
zaba a mostrar variaciones de pH en uno o dos
dias despué@s de su preparacién se pensé en cam
biar a otro cuyo pKa fuera més cercano al pH
deseado. Se probd el buffer de acetatos y se
vié gue no habia cambios ni en la forma de los
picos ni en su eficiencia, por lo que se proce
did a utilizar éste.

pico del pico del
disolvente f

29 Cromatograma de una muestra de plasma blanco
obtenida con el mismo tratamiento gue el se-
guido para la separacién de cloropropamida y
de tolbutamida.



Bajo estas condiciones se determind el limite de detec-
cidén del método.

Si se define el limite de deteccibn como la minima can-
tidad que se puede distinguir de la sefial de ruido, el
limite de deteccidn resulta ser de 200 ng/ml de plasma
para cloropropamida. En la Fig. No. 31 se muestra el

cromatograma obtenido con una muestra de esta concentra-
cién.

Se determind la desviacibén esténdar cercana al limite de
deteccibn (para una muestra de 1 pg/ml), la cual puede
considerarse equivalente a la del ruido, por lo tanto:

2 imeeee (00

P

o

\
\.

s
4

Fig. No. 30 Cromatograma de una muestra de plasma con clo-
rorropamnida y tolbutamida después del tratamien
to. pico® disolvente, pico® interferencia del
plasma, pico? cloropropamida y pico" tolbutami~
da.
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Limite de decisidén?® = u + 3¢ = 0 + 3(0.0841 =
252.3 ng/ml

Limite de deteccién LD’ = . + 60 = 0 + 6(84.1) =
504.5 ng/ml
Limite de determinacién L2 = __E%;%7;UH1_

Lq = 0.0841 vg/ml x 100 . ; (g ug/ml

5

La precisibén o repetibilidad del método se estudio

a tres niveles de concentracién: 1 pg/ml y 100 ug/ml
de plasma. En la tabla No. 12 se muestran los resﬁ;
tados obtenidos:

Tabla No. 12 Precisi6n del método de cloropropamida en plasma.

:CONC. A CLOROPRO | S.CIOROP. | AxXBe.i. | Sx/e.i.|PRECISION [PRECISION
fLgml) n=6 n=6 95% x/e.i.95%
1 62,135 3,566 .0673 . 0065 6.02% 10.18%
10 645,939 27,864 .7398 .0490 4,53% 6.962
ilOC 37,279,000 2045,546 19,3223 .4887 5.33% 5.09%
A = Area B

= Desviacidn estédndar de los resultados de Area
absoluta
Ax/A.e.i. = Relacibn de &reas
sx/e.L. = Desviacibn de la relacibn de &reas.

En general, se puede observar gue hasta una concen-
tracidn intermedia el estlndar internoc no ayuda pa-
ra mejorar la precisidén del método. A concentracidn
alta si se ve un aumento en la precisidn, pero de
cualquier forma, no es significativamente diferente
de la precisifn que se obtiene sin usar esté@ndar in

terno.
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En cuanto a la linealidad del método y a su % de re

B

cobro o exactitud, en la Tabla No. 13 v en la Fig.

No.

32, 33 y

34 seé ruestran los resultados.

[y
-t
1
L ¥
E ]
- eloxopropanida
»

g

INJECT

Fig. No. 31 Limite de deteccién de cloropropamida

bajo condiciones de estudio.

CONCN.} CURVA (ESTANDAR CURVA |EN PLASMA ] % DE RECOB. % DE RECOB.
(va/ML)| ACIO.| Ax/Re.i. ACIO. Ax/Ae.i. | vs. Area vs.Ax/Ae.i.
0.5 }281590(.0695645 303280 .06106042 76.61 228.07
1 |626990!.1431190 264070 .07535000 28.79 127.96
2 1923430.2393359 586050 | .12074790 53.46 86.10
5 [2237900(.53756921 1680300 .45939846 74.92 100.45
10 14047000(.8928847 | 3242000 . 78182650 75.51 81.64
25 |1.072E7{2.382751 |[9874800 | 2.0293048 94.43 81.29
50 [2.077E7 4.735?98 2.146E7 | 5.6620149 103.44 111.45
100 }{4.130E7|10.40718 ‘d}:613E7 10.253456 97.02 100.47

Tabla No. 13 Linealidad del método y exactitud para clo-

ropropanida.
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Fig. No. 32 Curvas de calibracién de Area vs. Concn. de
_ cloropropamida. En disolvente: ¥ = 0.99995
m = 4.1211092 x 10 , b = 145430.8. En plas
ma; r = 0.99¢ , m = 4,081176 x 10 , b =
- 177657.27

En los puntos més bajos de la curva se tiene una impre-

sidn muy grande, la cual se comprobd, posteriormente que
era debida a la adsorcibn del farmaco en el empaque de los
cartuchos Sep~ Pak, por lo que podemos eliminar estos va
lores parael cllculo de la exactitud del método.
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Curvas de calibracién de Ax/Ae.i. vs. Concn.

de cloropropamida.

En disolvente: r = 0.998, m = 0.10261425, b = -0.055957
En plasma: r = 0.997, m = 0.104882, b = - 0.1064

Tomando a partir de la concentracién de 5pg/ml y sdélo res

pecto al &rea de cloropropamida, se obtiene un porcenta-
je de recobro promedio de 89.07% con un coeficiente de

variacién (C.V.) de 13.06%. Si se toma el porcentaje de

recobro respecto a la relacidn de &reas (Ax/Ae.i), se

obtiene un valor promedio de 95.06% con un C.V. de 13.88%,

Se puede observar que en este caso hay una mejor exacti-

tud debido a que la adsorcifn en el cartucho afecta tan-

to a la cloropropamida como al esté&ndar interno y de es-

ta manera se compensa este efecto.
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De las pendientes de las rectas de la Fig. No. 34, se

concluye que la exactitud del mé&todo es de 99.03% sin

el uso de esténdar interno y de 102.2% con el uso del

mismo. Estas pendientes no son significativamente dife-

rentes de 1, asi como tampoco lo son de cero las orde=

nadas al origen, por lo que puede considerarse que am-

bos mé&todos son exactos. {(Ver apéndice II).

Fig. No.

34

CONC . RECUFERADA (Lis,«"mt.]

Exactitud del m&todo de cloropropamida en
plasha.

(X) 8in esténdar interno: r = 0.9992, m =
0.9903 , b = =0.7839. (+) Con esté&ndar in-
terno: r = 0.997, m = 1.0221 , b = ~0.4919.
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Por medio de las curvas y de sus coeficientes de corre-
lacidn queda demostrada la linealidad del sistema vy del
método, resultando mejor ésta, sin el uso de estédndar

interno.

Como se puede observar en la Fig. No. 32, los primeros
puntos de la curva tienen rendimiento mids bajos que el
resto, lo que parece indicar que existe adsorcidn del
compuesto en el Sep Pak cuando éste es nuevo, siendo
més notorio el efecto al trabajar con concentraciones
bajas del compuesto. Para demostrar lo anterior, se hi
zo pasar una rnuestra de plasma conteniendo 5 ug/ml de
cloropropamida, la cual se recuperd v se analizd. Des
pués se hizo pasar otra muestra de plasma con una con-
centracién alta de cloropropamida (100 vg/ml), con el
fin de saturar todos los posibles sitios de adsorcidn
del Sep-Pak. Nuevamente, después de hacer el tratamien
to correspondiente del cartucho, se le hizo pasar otra
mnuestra de plasma conteniendo 5 ug/ml de cloropropamida
gue tamién se recuperd y analizb para comparar su resul
tado con el de la primera muestra. Los resultados obte

nidos se muestran en la Tabla No. 14.

MUESTRA A, CLOROP. % RECOBRO I
Antes saturacién 1,249,750 68,38
Después saturac. 1,783,300 97.57

Tabla No. 14 Resultados sobre la posible adsorcidn de
cloropropamida en Cartuchos Sep-Pak nuevos.

Los resultados demuestran que el bajo porcentaje de reco

bro de las primeras muestras se debe a la adsorcién del
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compuesto en el Sep-Pak y puede considerarse que la exac
titud del método es aproximadamente de 98.88%.

La reproducibilidad del método se estudid en una mues-

tra conteniendo 10 ng/ml de cloropropamida haciendo 1la
determinacidn por triplicado, durante dos dias seguidos
y por dos analistas. En la tabla No. 15 se muestran los

resultados obtenidos.

! ANALISTA/ DIA| RESPECTO A EST. EXT.| RESPECTO A EST. INT.
i 1 2 1 2

L 1] 9,678 10,484 | 12.357 10.692
S| 2 |10,170 10.361 | 12.089 | 10.974

g 3 9.826 9.524 9.481 9.875

; 1 ]10.570 10.694 | 11.770 | 12.082
L9 2 {10.792 10.885 9.423 | 10.379

| 3 (10.665 | 9.795 | 10.712 8.721 |

Tabla No. 15 Resultados de la Reproducibilidad del méto

do de Cloropropamida.

En el apéndice III se encuentran los detalles del céclu-
lo estadistico y en la tabla No. 16 se muestran los re=

sultados.

Tabla No. 16 Resultados del andlisis estadistico.

FUENTE DE VARIACION!FCALC (A)|F CALC (Ax/Ae.i){FTEO 95%|F TEO 99%
1
Analista 0.0007 ;.  0.046 | 5.32 11.30

DIA T 20171 0.199 p 4.46 8.65

puede apreciarse en los resultados anteriores que esta-
disticamente no existen bases para rechazar Ho (hipdte-
sis nula), por lo que puede concluirse que el mé&todo es

reproducble de analista a analista y de dia a dia.
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Finalmente, los resultados de estabilidad de las mues-
ja)

A partir de la cuarta semana, se empezd a observar pre-

cipitacidén de algln componente del plasma a la hora de

descongelarlo, por lo que se tuvo que centrifugar para

tomar las muestras, sin embargo no se observé efecto sig
nificativo en los resultados, ya que la variacidn entre

éstos es del mismo orden de magnitud que la del -método a

ese nivel de concentracidn.

E TIEMPO | CONCN.{ug/ml)REP. E.E | CONCN. {ug/ml) RES. E.I.
0 hr 10;94 11.87
24 hr 10.59 10.43
. 48 hr 10.29 9.28
96 hr 10.14 9.80
il semana 11.28 7 11.35
‘2 semanas 12.16 12.21
.3 semanas 10.27 10.46
14 semanas 10.53 10.25
.6 semanas 10.70 10.06
- 3 semanas | 11.12 14.05
X = 20.80 .g/ml X = 10.98 ng/ml
recis. 95% = 4,02% Precis. 95% = 9.,23%
Tabla No. 17 Resultados de la estabilidad de una mues-

tra de plasma conteniendo 10 ug/ml de clo
ropropamida almacenada en un congelador,
n= 2,
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nuevamente se pudo observar que la precisifn del métode es me’or

sin el uso de esténdar internc y que preparando el estén

dar extzrno en plasma se elimina el problema de exacti-
tud del método.

Tolbutamida

Bajo condiciones cromatogré&ficas similares gue las
utilizadas para el caso de la cloropropamida, se pro
b6 la especificidad del m&todo con los metabolitcs
de tolbutamida, carboxitolbutamida e hidroxi- 4- me-
tiltolbutamida, Er la Fig. No. 35 se muestra el cro
matograma obtenido y como se puede apreciar, estos
compuestos no interfieren para la cuantificacién de

tolbutamida.

De manera muy cualitativa, va que el pico de la car-
boxitolbutamida sale en la misma zcne en que sale el
pico del disolvente, se evalu& el porcentaje de reco
bro de estos metabolitos bajo el método seguido para
la separacidn de la tolbutamida, resultando ser de
16.6% para carboxitolbutamida y 98.1% para hidroxi-
4- metiltolbutamida. Estos resultadcs indican qgue
gran parie de la carboxitolbutamida se pierde en el
agua de lavado por ser un compuesto mucho més polar.
De cualguier forma el método se disefid para cuantifi

car la teolbutamida y no sus metabolitos.

Posteriorimente se procedit a determinar el limite de
dececcién del método. Definido como la minima canti
dad que se puede distinguir de la sefial de ruido,el
limite de deteccidn resultd ser de 500 ng/ml de tol-
butamida. En la Fig. No. 36 se muestra el cromato-

grama obtenidoc con una muestra de esa concentracién.

87



VLI

Fig. No. 35 Cramatograma de una mezcla de tolbutamida,

clzcr:zzropami-
da y los metabolitos del primero. (1) piz: del di-
solvente, (2) carboxitolbutamida, (3) hoZi-zxi- 4-
metiltolbutamida, (4) cloropropamida y I tolbuta
mida.
pico de
stolbutamida
Fig. No. 36 Cromatograma de una muestra de plasma cc:- zzniendo

500 ng/ml de tolbutamida.
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Se determind la desviacidn estdndar cercana al limite de
deteccidn (para una muestra de 2
0.195679

vie es igual a la del ruido:

vg/ml de tolbutamida),

la cual fue de s = a/ml y puede considerarse

Limite de decisién LC* = + 3¢ =
+g/ml

0 + 3(0.1957)= 587.044

Limite de deteccién LD® =, + 60 =

;-g/ml

0 + 6(0.1957) =1.174

0.1957 ug/ml X 100 _

Limite de determinacién L = £

3.91

5%

.g/ml con un C.V.

La precisidn del método se evallio para tres niveles de

concentracibn: alta, media y baja (2,20 v 100 wvg/ml de
plasma). En la tabla No. 18 se muestran los resultados
obrenidos.
| CONCN.| A TOLBUT.| S TOLBUT. Ax/Ae.i. S x/e.i.| PRECIS.; PRECIS.
Lo/ml) n=6 n=6 95¢ 95¢%
‘ 2 396,615 38,904.7 0.11038] 0.0203683; 9.78 18.45
.20 3599,766 116,158.3 1.16626] 0.0811631] 3.23 6.96
i
T7100 1.838E07 602,810.0 4,23205| 0.3918882] 3.28 9.26
Tabla No. 18 Prec¢isidn del método de tolbutamida en

plasma.

Como se puede observar por estos resultados, al igual
gque en el caso de la cloropropamida, la precisidn del mé

todo es mejor sin esténdar interno.

Los resultados de linealidad del método se muestran en
la tabla No. 19 y en las Figs. 37, 38 y 39, asi como su

porcentaje de recobro.
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CONC.{ CURVA ESTAN]?AB ~CUE_!\LA EN ?LA?MA %WRECOB. % RE(;Ole
(tg/i)l A TOL Ax/Aei A TOL. Ax/RAei | vs. AREA ”sAxﬂr1§
g i

1 145020 0.032269 164400 | 0.043179 69.84 38.94 {

2 579640 0.139852 331480 | 0.079899 78.76 61.04 f

5 999800 0.241226 927130 | 0.243309 94,02 98.42 E
10 1759400 0.464222 1708300 | 0.469674 88.00 100.47 g
25 4746800 1.058443 4773800 | 1.276008 99.55 113,22 %
50 (9745700 2,383211 9813500 | 2.429866 102.67 108.86 :
100 |1.902E7 4.386183 1.844E7 | 4.433282 | 96.61 99.80 i

Tabla No. 19 Linealidad y exactitud del método de Tolbutamida,

n = 2.

A concentraciones muy bajas no se obtiene muy buena preci-
sidn, por lc due no se toman estos puntcs para el cidlculo

de porcentaje de recobro o exactitud del método.

Tomando a partir de la concentracién de 5 ug/ml y comparan
do contra el &rea de tolbutamida, se obtiene un porcentaje
de recobro promedio de 96.17% con un C.V. de 5.82% (que

es comparable con la precisidn del método). Si se toma

el reccbro relativo a la relacién de &reas Ax/Ae.i., se
obtiene un valor promedio de 104.15% con un C.V. de 6.26%
por lo tanto, nuevamente se obtiene que la precisibn es
mejor con esténdar externo ‘que con estandar interno. Si
se utiliza éste Gltimo, la exactitud si se ve mejorada,
pero en determinado momento es mejor tener una buena pre-

sicidn, que tener una buena exactitud.

90



2nERE~ //

1583

AREA TOLBUTAMIDA

18E84 4

B3ESR

T T T T T
58 . 88 . 168 12

44,
CONCENTRACION (ugr/ml )

88.00 T T T T T
g.8 b

Fig. No. 37 Curvas de calibracién de Area vs. Concn. de tol-
butamida.
En disolvente: r = 0.9998, m = 1.905551 x 1¢°, b=31,320.0
En plasma: r = 0.9994, m =1.86498 x 10° b = 23,500.71

Determianndo la exactitud del método con las pendientes
de las rectas de la Fig. No. 39, se obtiene un valor de
87.87% sin el uso de estdndar interno y de 101.43% hacien
do uso de &ste mismo. El andlisis estadistico de estas
pendientes asi como de las ordenadas al origen (ver apén~
dice IV) demuestra que ambos métodos son exactos.

En el caso de tolbutamida, como ya se habia saturado pre
viamente los centro se adsorcidn del cartucho, no se ob-
servaron % de recobros bajos a concentraciones bajas como
en el caso de cloropropamida, v esto redundd en la obten-

cién de un menor C.V. en el porcentaje de recobro.



Fig. No.

38
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RACION CTugrmid

! 48 . g
CONCENT

Curvas de calibracibén de Ax/Ae.i. vs. Concn.
de Tolbutamida.
En disolvente: r = 0.998%, m = 0.0441634,
b = 0.025982

En plasma: r=0.998, m = 0.047934;,

b = 0.0471545.
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Fig. No. 39 Exactitud del m&todo de tolbutamida en plasma.
(x) con esténdar interno: r = 0.9994,
m= 0,9787, b = -0.04103
(#) sin esténdar interno: r
m= 1.0143, b = 0.47943

0.998,
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La reproducibilidad del método se estudid con una muestra ocue
contenia 10 yg/ml de tolbutamida en plasma, analiz&ndose
por triplicado durante dos dias seguidos por dos
diferentes, comparando en cada caso contra un est
En la Thala No.

sultados obtenidos en cada una de las muestras.

ndar pre

parado en plasma. 20 se muestran los re-

RESPECTO A EST. EXT. RESPECTO A EST. INT.
ANALISTA DIA 1 i 2 } 1 2
.| ! '
1 9.08: 10.11 | 8.59 16.94
1 i :
2 8.97 | 9.55 ; 8.63 10.14
T ]
3 9.06 | 10.94 ¢ 8.83 10.56
{ H .
! !
1 9.91! 8.52 | 11.73 $.92
{ H .
i :
2 9.78! 8.68 | 10.31 9.82
2 1 0 g
| 3 0 36§ 8.53 i 9.50 9,32

Tabla No. 20

En el apéndice V,

Resultados de la Reproducibilidad deal mé-

todo para la determinacién de Tolbutamida.

se encuentran los detalles del c&lculo

estadistico y en la tabla No. 21, se muestran los resulta

dos de éste.

F.V. F CAIC (A)| F CAIC (Ax/Be.i.) | F TEO, 95% F TEO, ((%
ANALISTA | 0.0017 0.529 5.32 11.26
DIA 15.718 8.517 4,46 8.65

Tabla No. 21

Resultados del An&lisis Estadistico.
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Los resultados muestran que no hay diferencias significa
tivas entre analistas, pero en este caso si se Obtienen

diferencias entre dias. Esto posiblemente debido a una
inadecuada manipulacidn en la preparacién de los esténda

res.

Finalmente se hizo un estudic de la estabilidad de la tol
butamida en muestras de plasma bajo congelacidn, para lo
cual se empled una muestra que contenia 20 ug/ml de plas-
ma. En la tabla No. 22 se muestran los resultados de con_
centracién obtenidos a lo largo de 8 semanas de almacenamien-

to de las muestras.

TIEMPO CONCN (ug/ml)/E.E. " CONCN (ug/ml)/E.I.
0 nr | 20.02 : 16.00 !
24 hr | 19.44 : 15.20 ‘
48 hr 21.08 ? 20.91
72 nr 20.97 17.52
1 semana 18.32 ; 17.36
2 semanas 20.01 16.47
3 semanas ; 20.85 . 16.28
4 semanas % 21.26 : 18.43
6 semanas 15.66 ; 17.02
8 semanas 20.58 20.03
X = 20.16 ug/ml X = 17.52 ug/ml
Precis. 95% = 3.36% Precis. al 95% = 10.29%

Tabla No. 22 Resultados de la estabilidad de una muestra
de plasma conteniendo 20 upg/ml de tolbutami

da almacenada bajo congelacidn
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También en estas muestras se empezd a observar descompo

sicidén del plasma a

- oyt 15 Viart cema 3 -
arc 14 darita semana, sSin em

0]

ir

je]

A
(o3

bargo no se ve efecto significativo er los resultados,

va que su variacién es del mismo orden cue la variacidn

del

nétodo.
Glibenclamida

Dado dque este compuesto es simiar a los otros, se
empez6 probando las mismas condiciones para su sepa
racidn, sin embargo, a pesar de que su extraccidn
fue cualitativa, v bajo las condiciones cromatogréa-
ficas seleccionadas en la primera parte de este es-
tudio se separd bien de sus metabolitos (ver fig.No.
40) , se extrajo al mismo tiempo una interferencia
del prlasma gue bajo las condiciones establecidas no

se resolvia adecuadamente.

40 Cromatograma de glibenclamida y sus metabolitos.
(1) pico del disolvente, (2) cis y trans- hidroxiglibenclamida
(3) pico del plasma, (4) glibenclarida.
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Se probaron diferentes plasmas y se corrieron sus blancos

y todos mostraron esta misma interferencia.

Se efectuaron varios cambios tanto de pH como de composi
cién de la fase mdvil para intentar una separacidn entre
la interferencia y la glibenclamida, pero no se obtuvie-
ron resultados favorables ni aGn después del tratamiento
del plasma con TCA, reduciendo en cambio el porcentaje

de recobro de la glibenclamida.

Finalmente se tratd de establecer el limite de deteccidn
gque se podia alcanzar con éste método y se observd gue
con concentraciones de 100 ng/ml del firmaco en plasma,
va se obtenia una respuesta similar a la que daba la in-
terferencia, y dado que este f&rmaco se administra en do
sis mucho m&s bajas que las de los otros dos, é&sta con-
centracidn resulta ser de las m8s altas que se pueden en
contrar en plasma. Por lo tanto, se decidid evaluar la
opcidn de gue, una vez preparada la muestra, se llevara

a cabo una extraccidn con éter, se evaporara Yy Se recupe
rara con un peguefno volumen de la fase mdvil para invec-
tarse casi en su totalidad, corriendo al mismo tiempo un
plasma blanco. Aungue se logrd un gran aumentoc en la sen
sibilidad, la interferencia hace qgue este método tenga po

ca utilidad para fines précticos.
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Y. CCHCLUSICHES

Se desarrollaron métodos para la cuantificacidn de cloro
propamida, tolbutamida y glibenclamida en formulaciones
orales y en plasma humano. De acuerdo a los resultados
obtenidos, a excepcidn del método de glibenclamida en

plasma, los mé@todos presentan las siguientes ventajas:

- Adecuada especificidad, ya que es posible cuantifi=-
car el principio activo separado de sus precursores,

productos de degradaciBn o metabolitos.

- Precisidn adecuada para los fines de metodologia

analitica.

- Posibilidad de determinar la existencia de sustan-
cias relacionadas al fé&rmaco de inter&s y ain cuan-—

tificarlas si se dispone de sus estdndares.

- Exactitud del 9%.71 % en formulaciones orales y del
99.03 & en plasma para el mé&todo de cloropropamida,
y de 100.42 % en formulaciones orales y 97.88 % en
plasma para el mBtodo de tolbutamida., La exactitud
del método de glibenclamida en formulaciones orales
resultd estar limitada debido a su baja solubilidad
en metanol, entre otras cosas (95.4 %), por lo que
es recomendable utilizar un estdnadar mezclado con
placebo, siguiendo el mismo tratamiento que el uti-

lizado en la preparacidn de la muestra.

- Confiabilidad en los resultados debido a gue los 1%
mites de detecciBn alcanzados por los mé&todos de

cloropropamida y de tolbutamida se encuentran muy
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por debajo de los niveles normales en plasma.

- Manipulacidn sencilla gue no requiere de personal
altamente especializado para la preparacidn de las
nuiestras, mejorando con esto la reproducibilidad

de los resultados.

~ Adecuada estabilidad de las muestras en plasma. No
se encuentran desviaciones en los resultados aflin
despus de & semanas de almacenamiento de las mues

tras bajo congelacidn.

Para la determinacibn de los f&rmacos en formulaciones
orales resultd adecuado el uso de un esté&ndar interno,

y no asi en las determinaciones en plasma.

Estos métodos permiten el adecuado control de calidad

de los medicamentos involucrados asi como establecen las
bases para llevar a cabo estudios de biodisponibilidad
de genéricos de diferentes proveedores, con el fin de es
tablecer correlaciones "in vivo"="in vitro" para definir
las condiciones 6ptimas para llevar a cabo la prueba de
disolucidn de tabletas, de tal manera que los resultados
sean representativos de la biodisponibilidad gque tendrén

estos fédrmacos en nGcleos de la poblacidn mexicana.

Este hecho es de gran importancia ya gue hasta la fecha
la mayorfa de este tipo de estudios s8lo ha sido reali-
zado en pafses desarrollados y con sus individuos repre-

sentantes.

Para el caso de la glibenclamida las técnicas utilizadas
no resultaron adecuadas para su cuantificacibn en plasma

debido a su baja especificidad, ya que se extrae un com-
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puesto que interfiere con el fdrmaco y a que no fue po-
sible detectar los niveles que generalmente se encuen-

tran en plasnza.

Para el andlisis de este fdrmaco se propone llevar a ca-
bc una extraccifn mds selectiva, ademis de una preconcen
tracidn de la muestra y/o la utilizacidn de otro mé&todo

de deteccidn Ge mayor especificidad v sensibilidad (como

cor ejem. el de fluorescencia).

Cebido a gue se observd una adsorcidn de los firmacos en
las columnas para cromatografia extractiva (cartuchos
Sep~Pak) se recomienda pasar en primera instancia una di
sclucidn de mayor concentracidn con el fin de saturar

o

s de adsorcidn.
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Apéndice I

Andlisis estadistico de la exactitud del método de Gli-

benclamida para formulaciones oraleszt.

De la gr&fica No. 28, de concentracibn encontrada vs.

concentracibn agregada, se tiene una funcibn lineal:

Y = BX + 2

Donde : es la pendiente de la recta y o es la ordenada

al origen.

TXi= 384.24 £Xi% = 36,509.53 X = 76.85
ZY¥i= 370.20 ZYi% = 33,769.53 T = 74.04
IXiYi = 35,111.87
R
b= — = 0.95435
Txi? - AEXE)T
n
a ::Ei_:ﬁéiﬁi_ = 0.70620

En seguida se hace una prueba de hipbtesis para ver si
ia pendiente es significativamente diferente de 1.0 y si

la ordenada al origen es significativamente diferente de

CcCero.

Sxx = nix - (3X)® = 34,907.25
Syy = ni¥® - (I¥)?2 = 31,799.62

Sxy = nLXY - (IX) (I¥) = 33,313.70
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Sxx Syy = (Sxy)°’

e 0.44846
n (n=2} B5Sxx

Se?

Se = 0.66967

Prueba de hipbtesis sobre la pendiente de la recta:

Ho:
Ha:

]

™
S
=

Si t calculada es menor a t tedrica se puede rechazar
entonces podemos decir que el método tiene un error

v
sistem8tico proporcional.

Por lo tanto se rechaza ho y con un 95 % de confianza
podemos asegurar gue la pendiente de la recta es dife-
rente a 1 y gue el método tiene un error sistemdtico

rroporcional por defecto.
Prueba de hipbtesis sobre la ordenada al origen:

Ho: o =
Ha: o # 0

Si t calculada es mayor a t tebrica se puede rechazar Ho

v entonces podemos decir que el método tiene un error

sistemdtico constante.
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¢ =aza [ DSKX - 1.022
S5xx + (nX)-*

= 3.182

Por lo tanto nc hay bases suficientes para rechazar Ho

y no podemos asegurar que o # 0, por lo que podemos con-
siderar gue el mé&todo no tiene errores sitem&ticos cons-
tantes.
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hpéndice IX
2.1 Andlisis estadistico de la exactitud del método de
cloropropamida en plasma humano sin el uso de estén-

dar interno2o?,

De la gr&fica No. 34, de concentracidn encontrada vs. con

centracibn agregada, se tiene una funcidn lineal.
Y =& X + 2

Donde B es la pendiente de la recta y « es la ordenada al

origen,
ZXi = 193.50000 ZXi® = 13,255.25000 X = 24.1875
LYi = 185.35293 IYi? = 12,717.85629 ¥ = 23.1691
IXi¥i = 12,975.10627
Pxivi - BEALEL
b = — = 0.99031
Txre 2. (_“':Xi)
X1 e
a = ;Xi_igézéi_ = - 0,78402

En seguida se hace una prueba de hipbtesis para ver si
la pendiente es significativamente diferente de 1.0 y si
la ordenada al origen es significativamente diferente de

cero.
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Sxx = niXx? = (ZX)?

68,599.75000

Syy = nr¥? = (Z¥)? = 67,387.14218
Sxy = nrXY = (ZX) (SY) = 67,935-05848
- 2

se2 = SXx _Syy = (SXY)7 - 5 39864

n (n=2) Sxx
Se = 1.51613

Prueba de hip6tesis sobre la pendiente de la recta:

8
7%
S
s
o o

o
o
"
8
b=
.

.

Si t calcualda es menor a t tedrica, se puede rechazar
Ho y entonces podemos decir gue el método tiene un error

sistemdtico proporcional.

t b -6y BXX  —-0.5918

cale.” Se

tteé,o,ozs, s T T 2.447

Por lo tanto, no podemos rechazar Ho. El mé&todo no tiene

error sitemético proporcional.

Prueba de hipbtesis sobre la ordenada al origen:

jast
O
s

Si t calculada es menor a t tedrica se rechaza Ho y esto
indica que el mé&todo tiene un error sistemdtico constan-
te.
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a = y n Sxx
t = = 1.1764
calc. Se v s (nX)?

XX

+ =

Yies, t.e75, 6 2.447

Por lo tanto no podemos rechazar Ho y esto nos lleva a
concluir gue el método no tiene errores sistemiticos, es

decir, gque es un método exacto.

2.2 Andlisis estadistico de la exactitud del mé&todo de
cloropropamida en plasma humano utilizando estédndar

interno.

De la gréfica No, 34, de concnetracién encontrada vs.
concentracibn encontrada, se tiene igualmente una funcidn

lineal. Ccrn los datos se tiene el siguiente andlisis.,

I

24.18750
24,23008

IXi = 193.

1 50000 ZXi? = 13,255.2500 X
ZYi = 192.84066 nYi? = 13,709.54016 ¥

CXiv¥i = 13,452.99696

xivi - SYiExi
b = 2 = 1.0221
ZX;Z - (ZXJ—) -
v n

_IVi - bIXi  _
n

a = - 0.45196

Sxx = nIX? - (2X)? = 68,599.7500
Syy = ni¥® - (£Y)? = 72,102.1190
Sxy = n IXY - (EZX) (£Y) = 70,115.8076

: _ SXX Syy = (8xy)* _
se’ = EXE MY S = 9.0989

Se = 3.0164
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Pruebha de hipbBtesis sobre la pendiente de la recta:

Ho: o
Ha : o #

o

Si t calculada es mayor a t tebrica, se rechaza Ho y se
puede considerar que el m&todo tiene un error sistemdti-

co proporcional por exceso.

fcale. = T8 Tm = 0.67846

= 2 4
tt35,0,975,5 2.447
Por lo tanto no podemos rechazar Ho, asi gue no podemos
asegurar que el m&todo tenga errores sisteméticos propor

cionales,
Prueba de hipbtesis sobre la ordenada al origen:

Ho: a = 1
Ha: o o# 1

Si t calculada es menor gue t tebrica podemos rechazar
Ho y asegurar que el m&todo tiene un error sistemitico

constante por defecto.

— e
a - o / n SXX
7

Se Y Sxx + (ni)2

= 0.37102

Cees, o.o7s & = 2:447

Por lo tanto no podemos rechazar Ho, asi gque podemos con

siderar que el método es exacto.
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Apéndice IIIX

3.1 5Andlisis estadistico de la reproducibilidad del mé&-

todo de Cloropropamicda relativo a est&ndar externdd®

Modelo estadistico de factores anidados

Yijk = 1 + Ai + Dj(i) + EBk(ij)

D = Dia
A = Analista
F., V. P.S. g.l. suma de cuadrados S.C.M. F. calé.
- T 1 ~y1 2 Z
o i-1 byl _¥er.o 500012 0.00012 6.982
Jk ijk
) —xyi &
Di(L)  (5-1)i 2 =—ads (&t o9 0gg95  0.54498 3.171

X Jjk

2;%&13 =1.375 0.17186

Ek(13) (k~1)ij & <CIZvijk? -

S = 1,269.884 i=2
L j=2
Y.j.0 P 59= <

% = 1,270.€22>5 k=3
Ziﬁﬁ; = 1,269.6839

==¥33F _ 1,270.9740
LoIYijk?= 1,272.3489

_ s.C.

S.C.M, 3.1
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3.2 An&lisis estadistico de la reproducibilidad del né&-

todo de Cloropropamida relativo a esté@naar interno.

Modelo estadistico de factores anidados

Yijk = p + AL + Dj{i) + Ek(ij)

D = Dia
A = Analista
F.V. pP.S. g.l. Suma de Cuadrados S.C.M. F.calc.
iy . I¥i.2 _ Y..2
Al i-1 1 S - T = 0.8071 0.8071  0.046
\:,_ « -2 < . 2
Di(i) (G=l)i 2 :LY—;L - :X;T‘: 0.7032 0.3516  0.199

T <22
Bk (i) (k-1)ij 8 ZZEYijkz—f—ZY—}J{'LcM.lm 1.7637

Tyre 2
“Y;'(' = 1,377.9853 i=2
Y. 5 1=2
He = 1,377.6512 r =3
Ty 2
fﬁ%ﬂ—' = 1,376.6885
Y 2
55 = 1,377.1782
5L Yijk? = 1,392.7979
. _S.C.
s.c.m. = 54
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Apé&ndice 1V
4,1 Andlisis estadistico de la exactitud del métodc <e
tolbutamida en plasma humano sin el uso de estdndar

interno?*.

De la gr&fica No. 39, se tiene una funcidn lineal:

Donde 5 es la pendiente de la recta y « es la ordenada

al origen,

“Xi = 193,0000 cXi? = 13,255.0000 X = 27.57143
TYi = 188.6036 IYif = 12,689.8518 Y = 26.94337
THiIYi o= 12,964.8671
Txiyi - £¥ieXi
b = n = 0,97871
: 2
> S €255
n
a = _o¥i - bIXi o _ 0.04103
n
Sxx = niX? - (¥X)? = 55,536.0000

it

Syy = ni¥® - (L¥Y)?® = 53,257.6483
Sxy = nIXY - (IX) (LY) 54,353,5784

$xx_Syy = (sxy)* _
el = 1.7519

Se = 1.3236
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Prueba de hipftesis sobre la pendiente de la recta:

W
I

Ho:
Ha:

=
b
R

Si t calculada es menor a t tebrica, se rechaza Ho y con
un 95 % de confianza puede asegurarse gue el m&todo tie-
ne un error sistemé&tico proporcional por defecto.

- = P B Sxx -
tcale. = Se n 1.3402

ties,o0,05, 5= = 2:571

Por lo tanto no podemos rechazar Ho, ni asegurar gue el

método tenga un error sistemitico proporcional.

Prueba de hipdtesis sobre la ordenada al origen:

Si t calculada es menor que t tedrica podemos rechazar
Ho y asegurar con un 95 % de confianza que el m&todo tie
ne un error sistemdtico constante por defecto.

£ = 2-4 / nSxx = - 0.0635

calc. Se v Sxx + (nX)?

treb, 0005 , 5 = = 20571

Por lo tanto no podemos rechazar Ho, asi que podemos con
siderar gue el m8todo es exacto.
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4.2 Andlisis estadistico de la exactitud del mé&todo de

tolbutamida en plasma humano utilizando esténdar

interno.

De la gré&fica No. 39, se tiene una funcidn lineal:

Donde : es la pendiente

al origen.

TXi 183.0000 IXi
IYi 199.1093 ryi
ZXivYi = 13,536,6295

de la recta y & es la ordenada

? = 13,255.0000 b4
2 = 13,849,8485 Y

It

ot
IXivi - zZ%ﬁEi
b = — = 1.01427
. T3
Exife —(EXI)
n
a = EXLZDMRE g 47943
Sxx = niX? - (£X)? = 55,536.0000
Syy = n-¥? - ($Y)? = 57,304.3938

nZXY = (IZX) (ZY)

Sxy

2 _
Se” = =3 (n-2) Sxx

Se = 2.,2200

= 56,328.2957

2
Sxx _Syy= (8Sxy)” _ 4.9286

27.57143
28.44420

Prueba de hipbtesis sobre la pendiente de la recta:
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8i t calculada es mayor gue t tedrica, se rechaza Ho y
se concluye que el m&todo tiene un error sistemdtico por
exceso.

an /*~ ’
t = b =B /%5 = 0.57239

calc. Se

tteé,o,ws, s 2.571

Por lo tanto no hay bases para rechazar Ho, asi que pue-
de considerarse gque el mdtodo no tiene errores sitemdti-

cos proporcionales.

Prueba de hipStesis sobre la ordenada al origen:

]
0
Q
]
o

o
U]

Q
S
[er]

Si t calculada es mayor que t tebrica se rechaza Ho, lo
cual indica con un 95 % de confianza que el m8todo tiene
un error sistemdtico constante.

Cprg, = / n_Sxx = 0.4420

Se Sxx + (nX)?2

ttes, o a7s,s= 2+571

Por lo tanto no tenemos bases suficientes para rechazar
Ho, as® que se concluye que el m&todo no tiene errores

sistemiticos constantes, es decir, que es exacto.
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Apéndice V

5.1 Andlisis estadistico de la reproducibilidad del mé-

todo de Tolbutamida relativo a esténdar externo?9.
Modelo estadistico de factores anidados
Yijk =  + Ai + Dj(i) + Ek(ij)

D = Dia
A = Analista

F.V. P.8. g.l. Suma de Cuadrados S.CeM. F. calc.
. . I¥i. 2 Y..2

Ai i-1 1 - - === = 0,00025 0.,00025 0.0017
ik ijk

T 122 22
Di() ()i 2 EEERIE E-%lr— = 4,5649 2.28244 15.7183

T
Ek(ij) (i-1)ij 8  rIsvijk? nZ—L%J-L= 1.1617 0.14521

cyi 2
%—;-— = 1,054.2775 i=2
. j =
Z¥.3% _
ZEJE - 1,054.9934 ’ =3
2
Yiifa = 1,054.2750

SEXIIE _ 9 058.8424
he
ITYik? = 1,060.0041

_ S.C.
S.C.M, = g.1.
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5.2 Andlisis estadistico de la reproducibilidad del m&--

todo de Tolbutamida relativo a esté&ndar interno.

Modelo estadistico de factores anidados.

Yijk = W + Ai + D3(i) + Ek(ij)

F.V. P.S. g.l. Suma de Cuadrados
s , vild  v.2. 3
AL il 1 Bl X o 0.20365

L2 .0
D3 (ni o2 R ———-—ZY;'{' = 6.5553

)
Ek(ik) (k-1)ij 8 IIIvijk? - E“—Y»ll;l_ = 3.0787

ZHe _1,136,0840 i=2
Ik

Y. 5t I T
2 = 1,136.3806 .

Y..2 _

5 = 1,135.8803

—@—%1: = 1,142.6393

S.C.M.

026365

3.27763

0.38484

Dia
Analista

F. calc.

0.5292

8.5168
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