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Simbolos y Abreviaturas

Significado

SIB Sibutramina
ANOVA Andlisis de varianza
EC Electroforesis Capilar
tm Tiempo de migracion
nm Nanometros
g Gramos
m] Mililitros
mM Milimolar
M Molar
ng Microgramos
kv Kilovoltios
Desvest Desviacion estandar
cv Coeficiente de variacion
A Microampers
A Longitud de onda
min Minutos
conc Concentracion
Cantad Cantidad adicionada
Catrec Cantidad recuperada
IC(Bo) Intervalo de confianza para la ordenada al origen
1IC(By) Intervalo de confianza para la pendiente
IC(w) Intervalo de confianza para la media poblacional
Tin: Tiempo inicial
Ten Tiempo final
Lim i Limite inferior
Lim g Limite superior
NaOH Hidréxido de Sodio

HC1 Acido clorhidrico



1.- INTRODUCCION

En los altimos afios la obesidad se ha convertido en un problema relevante de salud piiblica,
por ser una patologia sobre el bienestar personal asociando unos elevados indices de

morbimortalidad, sobre todo cardiovasculares.

Dentro de los principios activos existentes para atacar la obesidad, la sibutramina presenta
una eficacia moderada a corto y medio plazo en la reduccion del peso en la obesidad o el
sobrepeso. La sibutramina es un farmaco emparentado con la anfetamina que se utiliza
como tratamiento complementario de una dieta hipocaldrica, para lograr la pérdida de peso
y su mantenimiento. Esti indicada en pacientes obesos con un Indice de Masa Corporal
(IMC) igual o mayor de 30 kg/m2 o con un IMC mayor de 27 kg/m2, y que ademds
presente factores de riesgo asociados a la obesidad, (diabetes, dislipidemias o hipertension)

'y que hayan fracasado con otros tratamientos.

Este activo se comercializa en forma de tabletas, pero en la FES-Cuautitlan, se esta

estudiando la factibilidad de formularla en parches dermatologicos.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un método analitico por electroforesis capilar
para cuantificar sibutramina en parches dermatol6gicos, ya que actualmente no existe un
método farmacopéico o algin articulo cientifico en el que se reporte la cuantificaciéon de

Sibutramina por ¢lectroforesis capilar solo por HPLC.



1.- OBJETIVOS

Objetivo General:

» Establecer las condiciones experimentales que permitan la determinacién de
Sibutramina en parches dermatolégicos por electroforesis capilar y evaluar los
parametros de desempefio del método para determinar la confiabilidad del

- mismo.

Objetiizos Particulares:

» Optimizar las condiciones de analisis en base a las propiedades fisicoquimicas
de la Sibutramina a fin de establecer las condiciones iniciales de analisis por
electroforesis capilar y variar los parametros necesarios para lograr un pico

simétrico en un tiempo de analisis corto.

> Evaluar los parametros estadisticos de desempefio como son: especificidad,
adecuabilidad, precisién, linealidad del sistema y del método, exactitud y
reproducibilidad, especificados en la guia de validacién de métodos analiticos
editada por el colegio nacional de QFB’s, para determinar la confiabilidad del

método desarrollado.



3.-GENERALIDADES

3.1 SIBUTRAMINA

3.1.1 Propiedades Fisicoquimicas

La sibutramina (clorhidrato de sibutramina monohidratado) es una mezcla racémica de los
enantiomeros (+) y (-) de la ciclobutanametanamina correspondiendo quimicamente a la 1-
1-(4-clorofenil) ciclobutil-3-metilbutil-N, N-dimetil-amina (Figura 1). Su composicién
cuantitativa es H 9.36% C 72.96% N 5.01% Cl 12.67%.%

Principio activo; Clorhidrato Monohidratado
de Sibutramina.

Férmula Empirica; C17HCIN. 2

’ H3C\ /CH3 Peso molecular; 279.85 g/ mol. *°
Cl N @ CH pKa (HL/H+L)= 9.7 £ 0.20 *
3 Coeficiente de particién {octanol agua); 30.9
H.,
K {pH 5.0).°

C H3 Naturaleza Quimica; Basica

Solubilidad; soluble en agua; 2.9 mg/ml a pH
5.2. Metanol, acetona.®®

Figura 1. Estructura dela Sibutramina.”®

La sibutramina es un firmaco emparentado con la anfetamina, qﬁe se utiliza como
tratamiento complementario de una dieta hipocaldrica para lograr la pérdida de peso y su
mantenimiento. Est4 indicada en pacientes obesos con un Indice de Masa Corporal (IMC)
igual o mayor de 30 kg/m2 o con un IMC mayor de 27 kg/m2, y que ademas presente
factores de riesgo asociados a la obesidad, (diabetes, dislipidemias o hipertensién) y que

hayan fracasado con otros tratamientos.”!

*Estimado empleando el software ACD LABS.



3.1.2 Indicaciones terapéuticas

Tratamiento de la obesidad cuando la pérdida de peso esta indicada médicamente; obesidad
y sobrepeso relacionados con complicaciones médicas como diabetes, hiperlipidemia,
hipertension, artrosis. La sibutramina debe emplearse como parte de un programa integral

de control de peso que incluya dieta y ejercicio.”!

3.1.3 Mecanismo de accion

Se basa en la inhibicién de la recaptacion de los neurotransmisores monoaminicos del SNC
(noradrenalina, serotonina y en menor medida de la dopamina) que intervienen en la
regulacion de la ingesta de alimentos (Figura 2), tanto en modelos animales como humanos,
en los que disminuye la cantidad y la duracion de éstas. También se postula la posible
influencia sobre la produccion de calor corporal (termogénesis), estudiado en ratas a dosis
de 10 mg/dia (McNeely y Goa, 1998), ya que es una via que aumenta el gasto energético y
facilita la pérdida de peso. Este proceso puede estar mediado por via central, a través del
sistema nervioso simpatico, o periférica, con la activacion de receptores adrenérgicos

beta 3.

La accién directa de la sibutramina se ejerce a través de sus metabolitos aminicos primarios
y secundarios (M1 y M2) que presentan una potencia unas 100 veces mayor que la de la
propia sibutramina, al inhibir la recaptacion de noradrenalina y serotonina, y, en menor
medida de la dopamina (este ltimo discutido por algunos autores) (Figura 2). Muestras
plasméticas obtenidas de voluntarios tratados con sibutramina produjeron una inhibicion
significativa de la recaptacion de noradrenalina (73%) y serotonina (54%), sin inhibicion

significativa de la recaptacién de dopamina (16%).%*



Figura 2. Inhibicién de la recaptacion de neurotransmisores en la sinapsis neuronal®®.

La sibutramina no parece presentar accion anticolinérgica o antihistaminérgica. En diversos
estudios tampoco parece que libere monoaminas, ni inhiba a la monoamino-oxidasa
(AMAQ), in vitro o in vivo. Por otra parte, la sibutramina y sus metabolitos (M1 y M2) no
muestran afinidad por receptores de neurotransmisores, entre ellos los serotoninérgicos (5-
HT1 [5-HT1A, 5-HT1B], 5- HT2-A, 5-HT2C), adrenérgicos (B1, B2, B3, al, a2),
dopaminérgicos {de tipo D1 y de tipo D2), muscarinicos, histaminérgicos (HI),

benzodiazepinicos y de NMDA, por lo que se le atribuye una accion selectiva,?®

3.1.4 Farmacocinética y Farmacodinamia en Humanos

La sibutramina es inhibidor de la recaptura de serotonina y noradrenalina central y
periférico. Actila mediante sus metabolitos aminados primarios y secundarios. Disminuye
la ingesta cal6rica al reducir el umbral de la sensacion de saciedad posprandial, a través del
aumento de la funcion central de los sistemas de noradrenalina y serotonina sobre los
receptores 41 y bHT2an2c y al elevar el gasto energético al incrementar la tasa metabolica

mediante el incremento de la funcion periférica de noradrenalina en los receptores p3.%

La sibutramina se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal y sufre metabolismo de
primer paso para producir dos metabolitos activos N-desmetilados. Las concentraciones
méaximas de los metabolitos (M1 y M2) se alcanzan después de 3 horas de la
administracién. La vida media de los metabolitos es de 14 horas. Los metabolitos se

eliminan principalmente por orina. Las metabolitos activos se unen en 94% a proteinas



plasmaticas. La administracion con alimentos no afecta notablemente la farmacocinética de

la sibutramina. La farmacocinética en obesos es similar a la de sujetos normales.”

Los pacientes que responden a la sibutramina pierden dos kilogramos o més durante el
primer mes de tratamiento; puede reducir las concentraciones de triglicéridos, colesterol y
lipoproteinas de baja densidad mientras que aumentan los niveles de lipoproteinas de alta

densidad !

Precauciones y advertencias

Se debe evitar su administracién conjunta con anti depresivos tipo IMAQO. Suspender los
IMAO 2 semanas antes de iniciar el tratamiento con sibutramina, o suspender la
sibutramina 2 semanas antes de iniciar la administracion de IMAQ. No debe asociarse con
otros agentes anorexigenos de accion central. Debe administrarse con precaucién en
pacientes con hipertension preexistente o con enfermedad coronaria. Se aconseja abstenerse
de manejar vehiculos u operar maquinaria pesada. No se recomienda en menores de 18
afios y mayores de 65 afios, embarazadas o durante la lactancia. Durante el tratamiento con
sibutramina debe evitarse el embarazo por medios adecuados, a efectos de prevenir efectos

potenciales sobre el feto.”

Contraindicaciones
Hipersensibilidad a la sibutramina. Pacientes con antecedentes de anorexia nerviosa,

bulimia nerviosa. Embarazo y lactancia.

Toxicidad

Los estudios de carcinogénesis, mutagénesis, y efectos sobre la fertilidad han demostrado
que la sibutramina no posee efectos carcinogénicos ni mutagénicos y no produce
alteraciones de la fertilidad. De los estudios de reproduccién en conejos, un estudio puso de
manifiesto una incidencia ligeramente superior de anomalias cardiovasculares fetales en los
grupos de tratamiento, en comparacion con el grupo de control, mientras que otro estudio

reveld una incidencia menor que en los controles.



Reacciones Secundarias y Adversas.
Los eventos adversos reportados en los estudios clinicos fueron: cefalea, resequedad de la
boca, anorexia, constipacién insomnio nausea, sudoracién, aumento de la presion arterial,

taquicardia y alteraciones en el sentido del gusto.”

3.2 ELECTROFORESIS CAPILAR

La electroforesis es un método de separacion basado en las diferencias en la velocidad de

migracién de especies cargadas en un campo eléctrico aplicado.®

El proceso electroforético se ha definido como “el movimiento diferencial o migracién de
iones en disolucién por atraccion o repulsion en un campo eléctrico”. Un electrodo positivo
{4nodo) y uno negativo (catodo) se coloca en una disolucion conteniendo iones, cuando se
aplica un voltaje a los electrodos, los iones de diferente carga, se mueven a través de la

disolucion hacia el electrodo de carga opuesta.”
3.2.1 Instrumentacién para electroforesis capilar

La electroforesis capilar es una técnica amortiguadora que utiliza capilares de silice
fundida rellenos de una disolucién tampon, estrechos, de 25 a 100 pm de didmetro interno
y de 40 a 100 cm de largo, uniendo dos depésitos de disolucién tampdn que contiene
también electrodos de platino (Figura 3). La introduccién de la muestra se realiza por un
extremo y la deteccion en el otro. Se aplica un potencial de 5 a 30 kV a través de los dos

electrodos.

La introduccién de la muestra se efectita frecuentemente por inyeccion a presion, en la que
un extremo del capilar se inserta en un recipiente que contiene la muestra. Entonces el
recipiente es elevado brevemente por encima del nivel del capilar para obligar a la muestra

a entrar al tubo. Otra opci6n consiste en aplicar vacio al extremo del tubo.®
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Figura 3. Representacion esquematica de la separacion Electroforética. °

3.2.2 Fundamentos de las separaciones electroforéticas

La separacion electroforética esta basada en las diferencias de velocidad de los analitos en
presencia de un campo eléctrico. La velocidad de un analito cuando ningin flujo

electroosmético estd presente se explica por la ecuacion: V=u E

La velocidad de migracion de un i6n, v, en centimetros por segundo, en ¢l seno de un
campo eléctrico, es igual al producto de la intensidad del campo eléctrico E (V cm™) por la

movilidad electroforética g (cm® V' §™), esto es:
V=uE

La movilidad electroforética es directamente proporcional a la carga eléctrica del analito e

inversamente proporcional a los factores de retardo por rozamiento.®

El campo eléctrico es una simple funcion de la aplicacion del voltaje y la longitud del
capilar (voltios/com). La movilidad electroforética depende de la especie idnica, del

tamafio, de la carga de la temperatura, de la concentracién y de la naturaleza del analito.’



3.2.3 Flujo Electroosmético

ElAuso de capilares de silice provoca un flujo electroosmoético (FEO) que hace mover a
iones y moléculas presentes en el medio electroforético hacia el catodo a ciertas
condiciones de pH.’

El flyjo electroosmético se origina por la presencia del campo eléctrico en una solucion
i6nica cuando entra en contacto con una superficie solida cargada. Por ejemplo, en un
capilar de silice fundida, la interfase se pone en contacto con la solucién que contiene el
electrolito soporte, la superficie del solido estd con carga negativa debido a la ionizacién
del grupo silanol (a pH mayor de 4-5) y conjuntamente con sus contraiones forman una
doble capa eléctrica. Los iones presentes en el sistema (incluyendo a los contraiones de los
grupos silanol, H") bajo la influencia del voltaje aplicado son desplazados hacia el catodo
(o anodo, de acuerdo a su carga) y arrastrando disolvente con ellos dada su solvatacion,

originando asi el denominado flujo electroosmoético (Figura 4). °

AUV VAR VAN R VRN VAN VAR P
$io 8% s S SioS
o O O O 0 O ¢
& © & e & e @ o
® ® & ® & & 6 e

{ * Flujo electroosmético e i El

Anodo Cétodo
® ® ® @® e ® ® @ Capa mowl
@ ® G} ] ] ® ] @ Capafim
¢ o o O o O 0 0
Si S S Si oS S SioSi
7N ISI‘\ ;Sll\ ISI‘\ /11\ XA S AN kN

Figura 4. Representacion esquemdtica del Flujo Electroosmético. *°

Los principales factores que afectan a la movilidad electroosmética son la constante
dieléctrica, la viscosidad de la disolucion de separacion y el valor del potencial zeta. Dicha
viscosidad de la disolucién de separacién también dependera de la temperatura a la cual se
Hleve a cabo la separacion electroforética. La movilidad del flujo electroosmético (EOF por

sus siglas en inglés) variard acorde con el pH de la disolucién de separacién, de tal forma



que a valores de pH elevados, la movilidad del FEO serd significativamente mds importante

que a pH bajos (Figura 5).
VARIACION DE LA MOVILIDA DEL FEQ
SEGUN EL VALOR DEL pH
5
24
3
T 2
T
s 0 -
0 2 4 6 8 10 12
pH

Figura 5. Dependencia de la movilidad del EOF con el pH, para un capilar de silice fundida.”

Cuando se aplica una diferencia de potencial entre los dos electrodos de platino separados

por un medio conductor que es el buffer, el equilibrio de las velocidades electroforéticas de

; ) -6

los iones de la muestra se alcanza en nn periodo muy corto (10 s), con lo que se puede
afirmar que las velocidades con las que se mueve cada molécula son constantes durante
préacticamente todo el tiempo de andlisis. Entonces la separacion se da por las diferentes

movilidades de los analitos, ya que cada i6n tiene su propia constante de movilidad

15
(uefectiva)'

3.2.4 FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD DE MIGRACION DEL
ANALITO.

1) La naturaleza de los compuestos con carga eléctrica ven afectada su velocidad de

migracion de varias formas, como se describe a continuacion.

CARGA - La velocidad de migracién aumenta cuando hay un incremento de la carga

del analito, generalmente, la migracion de la carga depende del pH.

10



TAMANQ.-La velocidad de migracion es menor en las moléculas grandes, debido al
incremento de las fuerzas de friccién y electrostiticas ejercidas por el medio

circundante.

FORMA .-Las moléculas de tamafio similar, pero con diferentes formas, tales como
las proteinas fibrosas y las globulares, exhiben distintas caracteristicas de migracién a

causa de los diferentes efectos de las fuerzas de friccion y electrostiticas’.

2) El electrolito soporte (buffer o sistema amortiguador) determina y estabiliza el pH
del medio de soporte, por lo que afecta la velocidad de migracién de los compuestos en

diversas formas’.

Se requiere de un buffer que pueda mantener un pH constante que mantiene la carga de los
compuestos. Los sistemas efectivos de buffer tienen un intervalo de dos unidades de pH
aproximadamente centradas alrededor del valor de pKa’. Un buffer para ser utilizado en EC

debe poseer las siguientes caracteristicas.

* Buena capacidad de amortiguacion en el intervalo seleccionado.
s Baja movilidad, para minimizar la generacion de corriente.

e Baja absorbancia a la longitud de onda de deteccién’.

A medida que la fuerza idnica del buffer aumenta al aumentar su concentracion, la
proporcion de corriente conducida por éste crece y la participacion de la muestra en dicha
conduccién de corriente disminuye. Una elevada fuerza ionica del buffer incrementa la

intensidad global de corriente y, consecuentemente, la produccion de calor’.

Con bajas fuerzas iénicas, la proporcién de corriente conducida por el buffer se reducird y
la participacion en la conduccion de corriente por pérte de la muestra crecerd, aumentando
su velocidad de migracién. Una fuerza idnica pequefia reduce la corriente global y se
traduce en una menor produccion de calor, pero la difusion y la pérdida de resolucion
resultante son menores. Por ello la seleccion de la fuerza idnica es determinante, y

generalmente se elige dentro de una gama de fuerzas idnicas comprendida entre 0.05-0.1
mol/L’.

11



El pH tiene poca influencia sobre los compuestos completamente ionizados tales como las
sales inorganicas, pero en los compuestos organicos el pH determina la magnitud de la
ionizacion de los acidos organicos, es decir aumenta con el pH, mientras que lo inverso

ocurre con las bases orgénicas; por lo tanto, su velocidad de migracion depende del pH’.

La direccion, y también la magnitud de la nﬁgracién de los anfolitos son por lo tanto,
dependientes del pH, y se pueden emplear buffers que van desde un pH de 1 hasta un pH

de 11 para producir las separaciones requeridas’.

3) EL CAMPO ELECTRICO.
La ley de OHM establece la relacion entre la intensidad de la corriente I (en Amperios), el

voltaje (en voltios) y la resistencia R (en Ohmios), de acuerdo a la ecuacién®’:

La separacion de iones en un campo eléctrico esta, por lo tanto, influida por estos tres

factores’.

INTENSIDAD DE CORRIENTE: entre los electrodos la corriente en la disolucion es
conducida completamente por los iones del buffer y de la muestra; por lo que la velocidad
de migracion es proporcional a la intensidad de corriente. La distancia recorrida por los
iones sera proporcional al periodo de tiempo durante el cual se ha saministrado la corriente.
Por tanto, para asegurar una buena reproducibilidad, la corriente debe mantenerse constante

durante la electroforesis, es decir, debe utilizarse corriente continua’.

VOLTAJE: el voltaje regula la corriente y, por tanto, la velocidad de migracién es
proporcional a la diferencia de potencial existente en el medio de soporte. El gradiente de
voltaje generalmente es expresado como V [em™](voltaje aplicado dividido por la longitud
del medio de soporte). Los voltajes altos se utilizan, principalmente para la separacion de

compuestos de bajo peso molecular.

RESISTENCIA: la velocidad de migracion es inversamente proporcional a la resistencia,
la cual depende del tipo y tamafio del medio de soporte y de la fuerza iénica del buffer. La

resistencia aumenta con la longitud del medio de soporte y disminuye con la anchura de
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este y con el aumento de la fuerza iénica del buffer. Durante la electroforesis se reduce
calor en una cantidad igual a I°R voltios, y la resistencia disminuye cuando la temperatura

aumentag.

FACTORES QUE AFECTAN LA REPRODUCIBILIDAD DEL TIEMPO DE
MIGRACION.

Tabla 1 .Factores que afectan la reproducibilidad del tiempo de migracion'®,

FACTOR Cavsa/EFEcto SOLUCION

Cambio de Cambios de viscosidad Termostato del capilar

temperatura

Adsorci6n en las Causado por buffer, aditivos o Acondicionamiento del capilar y tiempo

paredes del capilar adsorcién de la muestra. suficiente de equilibrio

Histéresis de la carga | Causada por acondicionamiento del | Evitar diferencias de pH

de la pared del capilar | capilar a alto o bajo pH v uso de Tiempo de equilibrado suficiente
buffers de corrida con pH extremo.

Cambios en la Cambios de pH debido a la Reemplazo del buffer

composicion del buffer | electrolisis Tapar los viales de buffer y enfriar el carrusel
Evaporacion del buffer Usar reservorios separados para colectar
Acarreamiento de naoh del vial de soluciones de lavado
acondicionamiento al vial de buffer Sumergir primero el capilar en buffer o enun

) vial con agua

Reservorios de buffer a | Flujo laminar no reproducible Verificar el nivel de liquido en los viales

desnivel

Variaciones en el Cambios proporcionales en los Usar una buena fuente de poder

voltaje aplicado tiempos de migracion

De la misma forma, puede ser necesario el reemplazo frecuente del buffer con la finalidad
de mantener reproducibles los tiempos de migracién'. En la tabla 1, se muestra los factores
mas comunes que causan variaciones en los tiempos de migracidn, asi como las causas que

los originan y como pueden solucionarse.

3.2.5 APLICACIONES

El avance de la electroforesis capilar se ha extendido en el drea biomédica, en el campo de
las proteinas, péptidos, DNA, analisis de liquidos de perfusién, monitoreo de drogas o
farmacos, marcadores genéticos tumorales v neurobioquimicos, drogas xenobidticas, de

abuso y pericias forenses (Tabla 2)"”.
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Tabla 2. Areas de aplicacion de la técnica de EC.

AREA APLICACION
CONTROL DE LA PUREZA DE MATERIAS PRIMAS Y
INDUSTRIA MEDICAMENTOS.
FARMACEUTICA PRUEBAS DE DISOLUCION.
ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD Y BIOEQUIVALENCIA.
MEDICINA DETERMINACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS (MEDICAMENTOS) Y
SUS METABOLITOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS.
. ANALISIS DE EXPLOSIVOS, FARMACOS Y SUS METABOLITOS,
INALISTI
CRIMINALISTICA METALES PESADOS, ETC; EN MUESTRAS DIVERSAS.
INDUSTRIA ANALISIS DE COLORANTES ALIMENTICIOS, VITAMINAS,
ALIMENTICIA IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE IONES METALICOS,
CONTROL DE CALIDAD DE LOS PRODUCTOS ALIMENTICIOS.
INVESTIGACIONES ANALISIS DE PROTEINAS BIOLOGICAMENTE ACTIVAS, PEPTIDOS,
BIOQUIMICAS AMINOACIDOS Y SUS DERIVADOS.
3.2.6 VENTAJAS DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR

La disipacion del calor en un tubo capilar es rapida, por lo que €l efecto del calor de
Joule es menor, permitiendo que se apliquen mayores voltajes de separacion.

Debido a la répida disipacion del calor, es posible aumentar el voltaje aplicado
(hasta de 30kV) disminuyendo asi el tiempo de analisis.

El gasto en reactivos es minimo.

Casi no hay generacion de residuos toxicos por lo que los dafios al ambiente son
casi nulos.

La cantidad de muestra necesaria para el andlisis se reduce a unos cuantos
microlitros.

Se pueden utilizar una gran variedad de detectores tanto “en linea” o “fuera de
linea” o varios a la vez.
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¢ Es posible acoplar los equipos de electroforesis capilar a otros equipos analiticos.

¢ El costo de cada capilar es insignificante en comparacién con el de una columna
cromatografia u otra columna en general. Un metro de capilar cuesta 20USD aprox.

¢ Se cuenta con equipos completamente automatizados que permiten analizar méas de
100 muestras sin necesidad de atencion en el equipo.

3.3 Validacion

La validacién de un método analitico es el proceso por el cual se demuestra, mediante
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la
aplicacién analitica deseada.'> También se define como la evidencia documentada que
demuestra que a través de un proceso especifico se obtiene un producto que cumple

consistentemente con las especificaciones y los atributos de calidad de preestablecidos.™

A través de la validacion se confirma que el método es consistente para la aplicacién para
la que fue desarrollado. . El dltimo objetivo de un método de validacion es el producir los
mejores resultados analiticos posibles. Para obtener estos resultados, todas las variables del
método deben de ser consideradas, incluyendo el procedimiento de muestreo, los pasos
para la preparacion de la muestra, todas las condiciones electroforéticas, el tipo de
deteccion, etc. El alcance de la validacién va a depender del propésito del método **.
Pruebas compéndiales y procedimientos de ensayo, varian significativamente dependiendo
del tipo de método analitico usado, y del tipo de informacién requerida para la validacién

de un método analitico va a depender de la naturaleza del método .

Pruebas para la validacion de métodos analiticos

Los parametros de desempefio evaluados son diferentes dependiendo del tipo de método
analitico. Para un método que se enfoca a la determinacion del contenido quimico se
indican los siguientes pardmetros de desempefio a estudiar, de acuerdo a algunos

documentos regulatorios (tabla 3).
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- Tabla 3. Parametros de desempefio a evaluar de acuerdo a diversos documentos normativos.

PARAMETRO DE Guia de Validacién
& Colegio Nacional FDA ICH Q2A usp
DESEMPENO de QFB's

PRECISION/ ADECUABILIDAD + + + +
DEL SISTEMA

LINEALIDAD DEL SISTEMA + + + +
ESPECIFICIDAD + + +
EXACTITUD Y REPETIBILIDAD + + + +
LINEALIDAD DEL METODO + + +
PRECISION DEL METODO O + + + +
PRECISION INTERMEDIA®
ESTABILIDAD ANALITICA * ** s *
DE LA MUESTRA
LIMITE DE DETECCION - - - -
LIMITE DE CUANTIFICACION - - - -
ROBUSTEZ * I + ** e

I

TOLERANCIA * L ** 4 o

(-) indica que el pardmetro no es evaluado normalmente

(+) indica que el parametro si es evaluado normalmente
*Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.
** No se indica si es requerido

3.3.1 Precision del sistema y del método

Precision es el grado de concordancia entre una serie de mediciones (resultados analiticos
individuales), cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de
una muestra homogénea bajo las mismas condiciones analiticas.

La precisién puede considerarse a tres niveles: repetibilidad, precisién intermedia y
reproducibilidad.

La precision de un método analitico es expresada como la desviacién estandar o el

coeficiente de variacion de una serie de mediciones.

¢ Repetibilidad: Es la precisiébn de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un solo
analista, usando los mismos instrumentos y métodos. Se prepara por lo menos un
sextuplicado de soluciones a la concentracion del analito que represente el 100% de

la muestra procesada para su medicion, o se realizan por lo menos 9 determinaciones
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(3 concentraciones/3 réplicas de cada una); preparadas por dilucién o por pesadas
independientes; se mide la respuesta analitica bajo las mismas condiciones. Debe
reportarse la desviacion estandar y el coeficiente de variacion, este tltimo debe ser

menor o igual a 1.5%.

Precision intermedia: Es la precision de un método analitico, expresada como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas en
un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos dias o con diferente
equipo. El objetivo es asegurar que se obtengan los mismos resultados cuando
muestras similares sean analizadas una vez desarrollado el método.

Para evaluar este parametro se analiza por triplicado una muestra homogénea del
producto que tenga un nivel cercano o igual al 100% en dos dias diferentes y por
dos analistas diferentes. Se reporta el contenido del analito de todas las muestras.
Debe calcularse la media, desviacion estandar y el coeficiente de variacion, el cual

debe ser menor o igual a 2%.

Reproducibilidad: Es la precisién de un método analitico, expresada como la
concordancia entre deferminaciones independientes realizadas por diferentes
laboratorios. Se refiere a utilizar el procedimiento analitico en diferentes

laboratorios como un estudio colaborativo.

3.3.2 Especificidad

Es la capacidad de un método analitico para obtener una respuesta analitica debida Gnica y

exclusivamente al analito de interés.”Es la habilidad para determinar de manera

inequivoca al analito en presencia de otros componentes (impurezas, productos de

degradacion, excipientes).”® Con esta prueba se demuestra que no existe interferencia

proveniente de los demés componentes.®®

Para demostrar la especificidad de un método analitico es necesario realizar la

identificacion del analito'®. Se establecen las posibles sustancias interferentes y se
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adicionan cantidades conocidas de éstas, solas (placebo) o combinadas a la muestra

(placebo cargado) y se evalia su respuesta bajo las mismas condiciones de analisis™,

3.3.3 Adecuabilidad del sistema

Se refiere a la verificacién de que el sistema opera con base a criterios que permitan
asegurar la confiabilidad de los resultados de un método analitico. La evaluacién de
adecuabilidad del sistema permite verificar que el sistema de medicion funcione
adecuadamente, independiente de las condiciones ambientales. Para evaluar la
adecuabilidad del sistema se debe inyectar por quintuplicado la solucion que contiene al
analito, se reporta la respuesta y se calcula el coeficiente de variacion, que no debe ser

mayor del 2%.

3.3.4 Linealidad del sistema y del método
Linealidad es la habilidad para asegurar que los resultados son proporcionales a la

concentracion (y a la cantidad) del analito en la muestra.

La linealidad del método se refiere a su capacidad para obtener resultados confiables,
independientemente de la proporcion en la que el analito se encuentre con respecto a los
demas componentes de la muestra.

Para la evaluacion de este pardmetro se recomienda un minimo de cinco niveles de
concentracion, con tres réplicas cada uno. Para el sistema se parte de la sustancia de
referencia y para el método de placebos cargados.

Se determina el coeficiente de correlacion, el intercepto y la pendiente a partir del analisis
de regresion lineal. Debe incluirse un grafico de la funcion lineal que representa el

comportamiento del método.
Para evaluar la linealidad del método es conveniente trazar la grafica de la cantidad

adicionada (x) vs la cantidad recuperada (y), incluyendo en ella la ecuacion, linea de ajuste

y el coeficiente de determinacion.
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3.3.5 Exactitud

Es la medida del grado de concordancia entre el valor de referencia del analito (también
conocido como valor verdadero) y el valor obtenido del analito empleando el método. La
exactitud es una medida de los errores sistematicos que se cometen para obtener un valor.
Como el valor verdadero raramente es conocido, la estimacion de la exactitud representa un

reto analitico. La exactitud se puede estimar de la siguiente forma:

Adicionando cantidades conocidas de un analito de referencia que este perfectamente
caracterizado a la muestra y expresar la exactitud como la cantidad recuperada con respecto

a la cantidad adicionada (recobro) .

Esta concordancia se expresa como porcentaje de recobro obtenido del andlisis de las

muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de sustancia.

Se reporta el % de recobro

% recuperado = Cantidad adicionada
~ *100

Cantidad recuperada

Esta prueba se realiza mediante la adicién de cantidades conocidas del analito al placebo.
Se recomienda utilizar tres niveles de concentracion (80, 100 y 120%), analizados por

sextuplicado.
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4.1 Equipos.

1. PARTE EXPERIMENTAL

Equipo de electroforesis capilar PPACE MDQ, Beckman Coulter, con
detector de arreglo de diodos DAD, acoplado a una computadora mediante el
software 32 KARAT (Beckman Coulter, USA).

Desionizador de agua tipo 1 (milliQ Plus Millipore ®, USA).

Potenciometro HI 931401, Hanna Instruments.

Agitador Magnético (Thermolyne, MIRAKTM).

Balanza Analitica (BOECO Alemania, 0.0001 g de precisién).
Espectrofotometro PERKIN ELMER UV/VIS (Spectrofotometro Lambda)

4.2 Reactivos.

Acido clorhidrico (JT Baker, grado reactivo analitico).

Materia prima: clorhidrato monohidratado de Sibutramina.

Hidroxido de sodio, J. T. Baker (Xalostoc, Edo. De Mex., México).

Agua desionizada. (MilliQ, Millipore USA)

Fosfato de sodio monobasico, J. T. Baker (Xalostoc, Edo. De Mex., México)
Acido citrico J. T. Baker, 99.6% (Xalostoc, Edé. De Mex., México)

Acido oxdlico J. T. Baker, grado reactivo analitico Phillipsburg N. J.
Biftalato de potasio, T. Baker, grado reactivo analitico (Xalostoc, Edo. De
Mex., México)

Acido DL-Glutamico monohidratado, grado reactivo analitico.

Acido monocloroacético T. Baker, 99.6% (Xalostoc, Edo. De Mex., México)
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METODOLOGIA GENERAL

Revisién bibliografica

Estudio de las:

» Caracteristicas fisicoquimicas y farmacolégicas de! Establecer los parametros que
analito. ——»} sevan a evaluar del método.

3 Técnicas analiticas reportadas para la determinacion
de sibutramina.

‘

Optimizacion del método

¥

Estudio de las siguientes condiciones de anélisis:

Medio de disolucién

Longitud de absorcion . .
Seleccion del buffer Seleccidon de las condiciones

Seleccién del pH electroforéticas optimas para la
determinacién de los analitos.

YVVY

.

Pardmetros estadisticos

v

Evaluacién de los pardmetros estadisticos de validacidn:

Precision

Exactitud

Adecuabilidad

Linealidad del sistema y del método
Reproducibilidad

Especificidad

VVVVVY
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Optimizacién del método analitico.

Optimizacién del método

A

Medio de disolucion

Solvente o mezcla de solventes en
donde el analito sea soluble.

Realizar un espectro de absorcion en

Longitud de Absorcion

un espectrofotémetro UV/VIS, para
seleccionar la A a emplear.

Realizar un analisis utilizando un
buffer de referencia a diferentes

Seleccion de pH

valores de pH y determinar cual es

L 5] el dptimo.

Seleccién del buffer

Realizar un analisis utilizando buffer citratos,
fosfatos, oxdlico, glutamico, cloroacético,
biftalato de potasio y mezcla 15 mM, y

A 4

determinar cudl es el Optimo, empleando
siempre el mismo valor de pH.

Tipo de inyeccion

Realizar un analisis comparando los
» diferentes tipos de inyeccioén en

electroforesis capilar y determinar cual es la
mas Optima.
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Validacién del método analitico.

Parametros Estadisticos

|

Adecuabilidad del

sistema

Especificidad

Medir por sextuplicado un
sistema equivalente al 100%
de los analitos.

Precisién del

Realizar la lectura de una solucion
placebo y compararlo con Ila
lectura de un estandar.

sistema

Linealidad del

\ 4

Preparar y medir seis sistemas
equivalentes al 100 % de concentracion,
a partir de una solucidn Stock.

sistema

Y

Linealidad

Preparar y medir una curva de calibracion
con 5 niveles de concentracion del 80 - 120
%, preparando cada nivel por triplicado,
teniendo asi la lectura de 15 soluciones.

del método

Exactitud y

repetibilidad

Precision intermedia
del método

Preparar a partir de placebos cargados una
curva de calibracién con 5 niveles que van
del 80 ~ 120 %, realizando cada nivel por
triplicado, obteniendo un total de 15
soluciones v medirlos en el equipo de EC.

Preparar a partir de placebos cargados, 3
niveles de concentracion del 90 - 110 %,
repetir por sextuplicado cada uno de los
niveles y medir, obteniendo un total de 18

Preparar por triplicado un sistema
equivalente al 100 %, medirlos y
realizar el procedimiento en dos diasy
por dos analistas diferentes.
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ACONDICIONAMIENTO DE UN CAPILAR NUEVO:

Lavar 10 min 20 psi con agua desionizada a 25°C
Lavar 10 min 20 psi con agua NaOH 0.1M a 25°C
Lavar 20 min 20 psi con NaOH 0.1M a 40°C

Lavar 10 min 20 psi con agua desionizada a 25°C

Lavar 10 min 20 psi con buffer Citratos 30mM pH=3 a 25°C

hAEE o A

Lavado al inicio de la jornada de trabajo:

1. Lavar Smin 20psi con agua desionizada a 25°C

o

Lavar 3min 20psi con agua NaOH a 25°C

(¥

. Lavar 5min 20psi con agua desionizada a 25°C

4. Lavar 10min 20psi con buffer Citratos 30 mM a pH=3 a 25°C

4.4 PREPARACION DEL ELECTROLITO SOPORTE

Pesar aproximadamente exacto 0.63 g de écido citrico cristal en un vaso de precipitado de
50 ml, adicionar 25 ml de agua desionizada, agitar mecanicamente a 500 rpm por 5 min.
vertir la solucion a un vaso de precipitado de 100 ml, poner 70 m! de agua desionizada y
ajustar el pH=3 con NaOH 0.1 M, , transferir a una matraz volumétrico de 100 ml y llevar

a la marca de aforaro con agua desionizada. Concentracién final 30 mM.
Nota: la solucion tiene una caducidad de 3 dias bajo refrigeracion.

4.5 PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA VALIDACION DEL METODO.
VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

La deteccion se efectud a 223 nm en un equipo PACE/MDQ utilizando un capilar de silice
fundida de 30 cm de longitud total y 75 um de didmetro interno usando buffer de citratos
30 mM a pH 3.0 como medio de soporte y como medio de disolucién. Inyeccién
hidrodinamica: 0.5 psi por 5 segundos. Voltaje de separacion de 30 kV. Tiempo de lavado

entre corridas de tres minutos con buffer.
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4.5.1 Adecuabilidad del sistema.
1. Pesar lo mas exactamente posible el equivalente a 14 mg de Sibutramina.
2. Disolver en 20 ml de agua desionizada.
3. Agitar con barra magnética a 500 rpm 10 mim
4. Llevar al aforo de 50 ml con agua desionizada. (Stock A)
5. Se toman 5 ml de la soluciéon stock A y se llevan al aforo de 50 ml con agua
desionizada. (stock B) ‘
6. Se toman 5 ml de la solucién stock B y se llevan al aforo de 10 ml con agua
desionizada (sistema al 100%)

7. Se mide el sistema por sextuplicado.

4.5.2 Especificidad.
1. Preparar un (placebo) que contenga los mismos componentes que la formulacién
original y en la misma proporcién, a excepcion del farmaco (sibutramina).
2. Cortar un cuadro de 4 cm® del parche y se siguen los pasos del 2 al 7 de

adecuabilidad del sistema.

4.5.3 Precision del sistema.

1. Tomar 5 ml de la solucidn Stock B y colocarlos en un matraz volumétrico de 10 ml,
llevar a la marca de aforo con agua desionizada. (Sistema 100%) (sibutramina
5.0393x10°° M).

2. Repetir por sextuplicado el paso anterior con el fin de obtener 6 sistemas.

3. Medir las soluciones en el equipo de EC.

4.5.4 Linealidad del sistema.
1. Se siguen los pasos del 1 al 5 de adecuabilidad del sistema.
2. Preparar una curva de Calibracion de 5 puntos, a cinco niveles de conceniracién
siguiendo la Tabla 4 realizando la preparacion independiente de cada sistema a partir

de la solucion Stock B.
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3. Cada nivel debe medirse por triplicado, para reportar la relacién concentracién vs
drea y calcular el valor de la pendiente (byy, la ordenada al origen (by), el coeficiente de

determinacion (r)y el intervalo de confianza de la pendiente (IC (By)).

Tabla 4. Preparacion de la curva de calibraciéon.

Sistema 1 2 3 4 5
Stock(ml) 3 4 5 6 7
Conc (mmol/mi) 105

Sibutramina 3 4 5 6 7
% Contenido 60 80 | 100 | 120 | 140

Nota: los sistemas se aforan a 10ml con agua desionizada

4.5.5 Linealidad del métode.
1. Prepara un (placebo) que contenga los mismos componentes que en la formulacion
original y en la misma proporcion, a excepcion del farmaco (sibutramina).
2. Cortar un cuadro de 4 cm® del parche y colocarlo en un vaso de precipitado de 50
ml.

. Pesar lo mis exactamente posible el equivalente a 14 mg de Sibutramina.

. Disolver en 20 m! de agua desionizada.

. Agitar con barra magnética a 500 rpm 10 min.

. Filtrar la solucién resultante.

. Llevar al aforo de 50 ml con agua desionizada. (Stock A)

e ~3 W AW

. Se toman 5ml del stock A y se llevan a la marca de aforo de 50 m! con agua
desionizada. (stock B).

9. Preparar una curva de calibracion de 5 puntos, a cinco niveles de concentracion
siguiendo la tabla, realizando la preparacién independiente de cada sistema a partir de
la solucion Stock B.

10. Se mide cada solucién por triplicado.

11. Determinar la cantidad recuperada de analito.

12. Reportar la relacion cantidad adicionada vs recuperada.
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4.5.6 Exactitud y repetibilidad del método.
1. Preparar siguiendo los pasos del 1 al 8 de Linealidad del Método, con el stock B los
sistemas 2, 3, y 4 de la tabla 8.
2. Se debe realizar la preparacién del ensayo de manera independiente por
sextuplicado.
3. Los placebos adicionados deben ser analizados por un mismo analista bajo las
mismas condiciones.

4. Determinar la cantidad recuperada del analito.

4.5.7 Precision intermedia del método (Reproducibilidad entre dia y analista).
1. Repetir por triplicado del paso 1 al 8 de Linealidad del Método.
2. Se toman 5 ml de la solucion stock B y se llevan a la marca de aforo de 10 ml con
agua desionizada.
3. Serepite el paso 1 al 2 por triplicado, con el fin de obtener 3 soluciones al 100%.

4. El procedimiento anterior, debe repetirse en dos dias y por dos analistas diferentes.
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5.- RESULTADOS Y ANALISIS.

5.1 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO.

La siguiente metodologia fue desarrollada en la seccion de Quimica Analitica en el
Laboratorio de Desarrollo de Métodos Analiticos L-401.

La seleccion apropiada de las condiciones experimentales estd intimamente relacionada con
la seleccion de la composicion del buffer de separacion. Algunos paradmetros (por ejemplo
la temperatura) necesitan ser definidos experimentalmente, mientras que otros (por ejemplo
el pH del buffer), pueden ser definidos conociendo las caracteristicas del analito a estudiar

como solubilidad, pKa, etc.
5.2 Medio de disolucién

Para poder hacer un analisis por EC, es necesario que el analito de interés se encuentre
disuelto. Como previamente se encontrd en la bibliografia que la sibutramina era soluble en

agua se decidié que el medio de disolucion seria el agua.
5.3 Longitud de Absorcién

Se obtuvo el espectro de absorcion para una solucion de sibutramina a una concentracion
de 1.2x10™* M (Figura 6) en un espectrofotémetro (PERKIN ELMER UV/VIS) para

determinar la longitud a trabajar.
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Figura 6. Espectro de absorcion para sibutramina [1.2x10™ M.
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La longitud de onda seleccionada para la determinacién de sibutramina fue de 223 nm

porque ahi se presenta un méximo de absorcion.

Una vez seleccionado la longitud de onda ptima se establecieron las condiciones iniciales
adecuadas para la realizacion del método.
La sibutramina es un catién a pH menor de 8.5, por lo cual, se planteo trabajar en medio

acido donde la influencia del flujo electroosmoético es minima.

En cuanto a las demas condiciones, estas se establecieron en base a un método ya
optimizado que se utilizo para la determinacion de bromhexicina y ampicilina en

suspensioén (Tabla 5).

Tabla 5, Condiciones electroforéticas iniciales.

Longitud de onda 223nm
Electrolito soporte Buffer de fosfatos 50mM, pH=3
Capilar Silice fundida de 50pum de didmetro
interno y 31cm de largo
Tiempo de lavado entre corridas 3min con buffer
Cambio de buffer de corrida Cada 3 corridas
Voltaje de separacion 30kV
Inyeecion de Ia muestra 0.5psi, 5seg

Presion de lavado 20psi

Estas condiciones se utilizaron al inicio del método para establecer los parametros

adecuados de trabajo.

Se realizo una primera corrida para determinar en cuanto tiempo saldria el analito y se
comparo con un blanco respectivamente, para demostrar que el pico obtenido sea de la
Sibutramina (Figura 7).
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Figura 7. Electroferograma para SIBUTRAMINA (1.2x 10 M) a pH = 3 eletr6lito
soporte buffer Fosfatos 50 mM.
Otras condiciones: capilar de silice fundida de 31 cm de longitud total, 20.5cm de longitud
efectiva, D. L. 50 pm, inyeccién hidrodinimica 0.5 psi por 5 s, 30kV, deteccion a 223 nm.
Temperatura del capilar 25°C.

Como se observa en la Tabla 6, al medir tres repeticiones de la solucion de sibitramina bajo
las mismas condiciones de andlisis, se obtienen coeficientes de variacion menores al 2%

tanto para el tiempo de migracién (t,) como para area de pico.

Tabla 6. Coeficientes de variaci6n para el tiempo de migracion y area del pico de
sibutramina (1.2x 10 M) usando Buffer Fosfatos 50 mM, pH 3.

P! . .
repeticion_2 1.292 47103
repeticion_3 1.313 45405
PROMEDIO 1.303 46434
CV (%) 0.809 1.948

A continuacién se llevo el estudio de la influencia del pH en el tiempo de migracién y

forma del pico, aunque el tiempo de analisis obtenido a pH 3, se considera aceptable.
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5.4 pH del electrolito soporte.

El pH del electrolito soporte es uno de los parametros mas importante a manipular. Al
elegir el pH se definen las cargas netas de los componentes de la muestra y por lo tanto la
magnitud y direccién de sus movilidades dentro del capilar, bajo la influencia del flujo

electroosmdtico presente.

Las especies quimicas presentes en funcion del pH se esquematizan a continuacion (Fig 8).

RNH" R-NH pH

Figura 8. Diagrama lineal de zonas de predominio para SIBUTRAMINA en funcién del pH.

En la figura 8 se observa que a un pH por debajo de 9.0 el analito estd en estado ionizado,
es decir se encuentra en forma de cation, por lo que se espera que el pico del analito salga

antes que el flujo electroosmético.

Se realizaron corridas de Sibutramina con Buffer de Fosfatos a una concentracién de 50
mM a valores de pHde 3, 5y 7 (Figura 9).
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Figura 9. Electroferograma para SIBUTRAMINA (1.2x 10° M) a diferentes pH con Buffer
Fosfatos 50mM. Otras condiciones, como se mencionan en la figura 7.

Como se observa en la figura 9, el tiempo de migracién de la sibutramina no cambia

significativamente en funcién del pH, sin embargo los coeficientes de variacion de los

tiempos de migracion y area del pico si varian, (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion de los coeficientes de variacion de los tiempos de migracion

y 4rea del pico de sibutramina (1.2x 10 > M). Buffer Fosfatos 50 mM a diferente
valor de pH.

1.94

1.303

0.80
0.22

46434
26776
36483

19.99
3.24

1.024

2.65

1.504

oW

de boratos (Figura 10).

Posteriormente se decidié seguir es estudio con pH basicos 8, 8.5, y 9.5, utilizando buffer
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Figura 10. Electroferograma para SIBUTRAMINA (1.2x 107 M) en Buffer Boratos 50mM en pH
alcalino. Otras condiciones, como se menciona en la figura 7.

Al realizar las corridas con buffer boratos a pH alcalino, se observa que la linea base es mas

irregular al igual que la forma del pico. El tiempo de migracién cambia de 1.3 min a 0.8

min, lo cual pudiera ser una ventaja, sin embargo, al trabajar a pH bésico el capilar se tapo

después de solo algunas corridas y finalmente se rompi0, lo que consecuentemente llevo a

realizar pruebas de solubilidad de la sibutramina (tabla 8).

Tabla 8. Resultados de las pruebas de solubilidad de sibutramina (1.2x 10 > M) en los
diferentes medios empleados para el analisis por EC.

MEDIO pH
Buffer Fosfatos 3 5 7
Soluble | Soluble | Precipita

Buffer Boratos 8 8.5 9.5
Precipita | Precipita | Precipita

Aunado al hecho de la poca solubilidad de la sibutramina en medio alcalino y a los
resultados obtenidos de las corridas electroforéticas (Tabla 9), se decide seguir el estudio en

medio acido.
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Tabla 9. Comparacion de los coeficientes de variacion de los tiempos de migracién y
4rea de sibutramina a una concentracién de 1.2x 10 ® M con Buffer Boratos 50
mM a diferente pH.

8 0.780 0.29 3752 473
8.5 0.923 0.25 19989 13.82
9.5 No se pudo determinar

Como se observa en la figura 11, en la cual se pusieron todos los electroferogramas
obtenidos en el estudio de la influencia del pH, el pico més eficiente (més angosto y alto) se
obtuvo a pH de 3.0. Siendo que los tiempos de migracion no cambian de una manera
drastica, pero si los coeficientes de variacion con respecto al pH, se tiene una razon més

para continuar el estudio a pH 4cido.
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Figura 11. Electroferograma para SIBUTRAMINA (1.2x 10° M) a diferentes valores de pH con
diferentes buffer 50mM. Otras condiciones, como se menciona en la Figura 7.

Continuando con el estudio a pH 4cido, se siguié empleando el buffer Fosfatos 50 mM.

Cabe mencionar que los fosfatos tienen los siguientes valores de pK,: 2.12, 7.12, 12.31.
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Figura 12. Electroferograma para SIBUTRAMINA (1.2x10 * M) en médio 4cido; Buffer Fosfatos
50mM. Otras condiciones, como se menciona en la figura 7.

Tablal0. Comparacion de los coeficientes de variacion de los tiempos de migracion y area
de sibutramina a diferente pH, empleando Buffer Fosfatos 50 mM.

25 .193 1.80 145949 5.64
3.0 1.256 0.84 170356 1.36
35 1.314 0.67 175496 0.83
4.0 1.107 4.90 146879 5.30

En la Tabla 10, se observa que a un pH de 3.5 se tiene un mejor coeficiente de variacion, y
que el cambio en los tiempos de migracion es poco significativo, por lo que se decide
posteriormente hacer el estudio comparando diferentes tipos de buffers con valores de pKa

cercanos a este valor,

5.5 Seleccién del tipo de buffer

Dentro de la optimizacion del método analitico es importante asegurar que la variacién en

los tiempos de migracion de cada una de las lecturas sea siempre la menor, cominmente
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cuando la capacidad amortiguadora es mayor, la variacién en los tiempos de migracion se

ve disminuida. Por lo que se realizé un estudio para comparar el comportamiento de la

sibutramina en diferentes buffer (Tabla 11) que presentan amortignamiento a pH=3.

Tabla 11. Sistemas quimicos que amortiguan a pH de 3.0

itratos . . K
Fosfatos 2.12 7.12 12.3
Oxalatos 1.25 4.27 -~

Glutamatos 224 - -
Ac. Cloroacético 0.7 1.3 2.85

Se trabajo con los diferentes tipos de Buffer, dando mejores picos con el Buffer Citratos,
Fosfatos y Oxalico, ya que los picos obtenidos con el buffer glutamico y cloroacético son

menos eficientes (mas anchos y menos altos), como se observa en la figura 13.

GUT: (DL-Glutamic acid)

o2 CLOAC: (Ac. Monoclorocatico)
g CIT
OXAL: (Ac. Oxalico)
FOSF: (Fosforico)

CIT: (Citratos)

Figura 13. Flectroferograma para SIBUTRAMINA (1.2x10 > M) a pH=3; con diferentes tipos de
Buffer, todos a 15 mM. Ofras condiciones, como se menciona en la figura 7.

En la figura 14 se observa los mejores picos obtenidos con los diferentes tipos de buffer
(Citratos, Oxalico y Fosfatos), siendo el mas eficiente el pico obtenido con el Buffer de

Citratos, ademas se tienen como parametro el CV como se muestra en latabla 11.
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Figura 14. Electroferograma para SIBUTRAMINA (1.2x 10° Mya pH =3 comparando tres
buffers Citratos, Fosfatos y Oxalico. Otras condiciones, como se menciona en la figura 7.

Tabla 11. Comparacion de los coeficientes de variacion de los tiempos de migracion y area
de sibutramina con diferente tipo de buffer.

CITRATOS 3.00 1400 | 049 | 297026 0.60
FOSFATOS 3.00 1.2566 | 0.84 | 170356 1.36
OXALICO 3.07 1.321] 0860 | 184111 3.03
GLUTAMICO 3.02 1.0685| 2.26 | 127389 0.98
CLOROQACETICO 3.00 1288 | 035181071 1.03

Como se observa en los datos de la tabla 11, amortignando a pH=3 se presentan
coeficientes de variacion menores al 3% en general. Estos valores en % de CV se
obtuvieron a partir del promedio de 3 corridas de cada solucion buffer. Se selecciona como
el optimo el Buffer Citratos, porque el 4rea de pico obtenida es la mayor en comparacion
con los otros buffers y presenta los menores Coeficientes de variacion tanto para tiempo de

migracion como para area de pico.

Posteriormente, se determino la concentracién adecuada, probando concentraciones de 24,
30y 50 mM.
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Cambio de Capilar

Como se menciono anteriormente que el capilar se rompio, se monto otro capilar con
condiciones similares: Capilar de sflice fundida, 75pm de didmetro interno y 32 cm de
longitud al detector. Este cambio se menciona debido a que el didmetro interno del capilar

afecta el 4rea del pico a obtener.
5.6 Concentracién de Buffer de Citratos

Para la determinacion de la concentracion 6ptima de buffer citratos se trabajo con estas tres
concentraciones de buffer de Citratos por ser los més recurtentes en otros métodos de

determinacion de principios activos.

La concentracion 6ptima de buffer de citratos a la cual se trabajo fue a 30 mM ya que el %
de CV fue el minimo en comparacion con los demas valores de la concentracién de 24 y 50
mM (tabla 12), cabe mencionar que las corridas de cada concentracion se realizaron 6

veces cada una obteniendo el promedio en % de CV.

Tabla 12. Comparacidn de los coeficientes de variacion de los tiempos de migracién y area
de sibutramina con diferentes concentraciones de Buffer Citratos.

24 3.0 1,455 0.41 8314 1,28
30 13.0] 1,496 | 0,26 8682 | 0,22
50 30 1,455 0.41 8564 4,65
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Figura 15. Efecto de la concentracion del buffer en la forma del pico. Otras condiciones: capilar de
silice fundida de 31 cm de longitud total, D. 1. 75 pum, inyeccién hidrodinamica 0.5 psi por 5 s, 30
kV, deteccién a 223 nm. Temperatura del capilar 25°C.

Otra manera de haber establecido la concentracion 6ptima de buffer de Citratos es haber observado

enel electroferograma (figura 15), ya que se observa un pico més eficiente (alto y delgado).

Una vez analizados los parametros de la optimizacion del método, se determiné que las
condiciones Optimas con las que se debia llevar a cabo la validacién son los que se

presentan en la tabla 13.

Tabla 13. Pardmetros y Condiciones para la validacién del Método.

Longitud de onda 223nm
Electrolito soporte Buffer de Citratos 30 mM, pH=3
Capilar Silice fundida de 75 pm de didmetro interno y
31cm de Longitud Efectiva

Tiempo de lavado entre corridas 3min con buffer

Cambio de buffer de corrida Cada 3 corridas
Voltaje de separacién 30kv

Inyeccion de la muestra 0.5psi, Sseg

Presién de lavado 20psi
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En comparacién con las condiciones electroforéticas iniciales, los parametros que se
modificaron fueron el Electrolito de Soporte ya que el buffer de Fosfatos resulto ser menos
optimo que el de buffer de citratos, en cuanto al pH se probo con varios valores y este
resulto ser igual a pH de 3, otro pardmetro que cambio fue el capilar ya que paso de ser de

silice fundida de 50 pm de didmetro interno a 75 pm, con la misma longitud efectiva.

Las condiciones electroforéticas establecidas a partir de la optimizacion del método y bajo
las cuales se trabajé durante toda la validacion del método, se encuentran reportadas a

continuacion.

5.7 Condiciones Optimos del método
Buffer de Citratos 30 mM pH=3
Longitud de Onda de deteccion de 223 nm
Cambio de buffer cada corrida

Tiempo de andlisis de la muestra: Los datos reportados en el método dicen que a 1.4
min sale la sibutramina.

Acondicionamiento del capilar:
5 min con agua desionizada
5 min con Buffer citratos 30 mM a pH=3

a20 psi, 25°C
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6.- VALIDACION

6.1 Adecuabilidad

Tabla 14. Datos para evaluar Adecuabilidad del sistema para sibutramina (5 x!1 0°M).

i

Sistema ty (min) | drea
1 1433 6484

2 1.433 6497

3 1.433 6432

4 1.429 6404

5 1.425 6451

6 1.429 6343
Promedio 1.4303 | 6435
S 0.0033 | 56.5
CV(%) 0.2283 | 0.877

El coeficiente de variacién para las Areas y para el tiempo de migracién son
menores del 2% por lo que se considera que el sistema electroforético funciona

correctamente independientemente de las condiciones ambientales.

6.2 Especificidad
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Figura 16. Electroferograma de la muestra analitica y placebo.




No existe respuesta analitica al tiempo de migracion del analito por lo tanto los excipientes

de la formulacién no interfieren en el anélisis y el método es especifico para Sibutramina.
6.3 Precisién del Sistema

En la tabla 15 se presentan los datos para evaluar la Precision del sistema para sibutramina.

Tabla 15. Area y tiempo para evaluar la precision del sistema de Sibutramina (5 x10° M).

" Promedio 1.4330 7090
S 0.0100 625
V(%) 0.6978 0.881

Ya que la precision del sistema indica el grado de dispersion entre una serie de mediciones
bajo condiciones establecidas, y de acuerdo con los criterios de aceptacion, en la tabla 15
se observa que ¢l coeficiente de variacion de las 4reas se encuentra dentro de lo establecido,

por lo que se considera que el método es preciso.

6.4 Linealidad del Sistema

Cuando la relacidn entre la concentracion y la respuesta del analito (o sus transformaciones
matemdticas) no es lineal dentro del intervalo de trabajo, daréd lugar a inexactitud del

método analitico, por lo que, es conveniente verificar la linealidad 3
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Tabla 16. Area en funcion de la concentracion de Sibutramina.

1 3.02E-05 1.429 4302
1 3.02E-05 1.433 4283
80 2 4.03E-05 1.433 5713
2 4.03E-05 1.438 5706
2 4.03E-05 1.429 5716
100 3 5.04E-05 1.413 7150
3 5.04E-05 1.433 7098
3| S04ES| 1438|7172
120 4 6.05E-05 1.442 8400
4 6.05E-05 1.438 8575
4 6.05E-05 1.438 8486
140 5 7.06E-05 1.433 10169
5 7.06E-05 1.433 10014
5 7.06E-05 1.438 10053
PROMEDIO 1.434
S 0.007
CV (%) 0.477
12000 -
10000 -
H
B
-§ 6000 -
% 000 -
2000
0 ; ‘ .
0.E+00 2.E-05 4,505 6.E-05 8.E-05
Cone. (M)

Grifico 1. Linealidad del Sistema para Sibutramina.




En el grafico 1, se puede observar que existe un comportamiento lineal entre la
concentracién de Sibutramina y el Area (respuesta analitica), es decir, que el Area es
proporcional a la concentracion. Una forma adicional de demostrar que la respuesta es

debida a la concentracién del analito, es a través de un andlisis de variancia.

Se realizo un anlisis de variancia para determinar que se ajustan a un modelo lineal.

Para establecer hipotesis relacionadas con la significacién de la regresion, se debe proponer
que:

Hy= Los datos nio se ajustan a un modelo lineal.
H.= Los datos se ajustan a un modelo lineal.

Tabla 17. Andlisis de variancia realizado para determinar la linealidad del sistema
Sibutramina con un nivel de significancia del 95% de confianza.

] G ‘ados ma e io .'
de cuadrados | los
libertad . cuadrados

Regresion 1 1 61730838.5 ! 61730838.5 | 11366.4819 | 1,622E-13

Residuos 13 706024 | 543095

!
| 61660236.1 l

|

El analisis de variancia (tabla 17), muestra que el valor de critico de F es menor que el

Total 14

valor de F calculada, por lo que se rechaza hipétesis cero. Por lo que los datos de
concentracién de Sibutramina en funcién del Area de pico se ajustan a un modelo lineal. En
resumien los pardmetros estadisticos mas importantes de la regresion para Sibutramina, se

muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Parametros obtenidos de la regresion lineal del sistema de Sibutramina.

R 0.9989
3 Pendiente (m) 1E+08
Intercepto (b) -30.067

IC (By) 139443522-145211637




El intervalo de confianza para la pendiente no incluye el 0, ademds el coeficiente de
determinacion es de 0.9989, por lo tanto la Sibutramina cumple con los criterios de

aceptacion de linealidad del sistema.
6.5 Exactitud y Repetitividad del métedo

Tabla 19. Resultados del porcentaje de recobro de Sibutramina.

80 0.012 0.0121 99.95
0012 0.0121 99.49
0.012 0.0121 99.97
0.012 0.0121 99.77
0.012 0.0121 9981
0.012 0.0119 100.24
100 0.015 0.0152 101.33
0.015 0.0151 100.95
0.015 0.0151 100.91
0.015 0.0152 101.13
0.015 0.0149 99.22
0.015 0.0151 100.77
120 0.018 0.018 100.96
0.018 0.0179 100.93
0.018 0.018 100.76
0.018 0.018 101.01
0.018 0.018 101.16
0.018 0.018 99.16
Promedio 100.494
S 0.816
CV (%) 0.812
IC () 100.09-100.9
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En la tabla 19 se observa que el Promedio aritmético para el porcentaje de recobro

para Sibutramina se encuentra dentro del intervalo establecido (98% - 102 %), ademas

que el coeficiente de variacién del porcentaje de recobro es menor de

2.0 %. Por lo

que cumple con los criterios de aceptacion, por lo tanto es un método exacto y repetible.

6.6 Linealidad del método

Tabla 20. Resultados de la cantidad adicionada contra cantidad recuperada para
Linealidad del método de Sibutramina.

) ‘ 0.00906 0.00903
145 | 4562 | 0.00906 0.00903 99.63
1442 | 4416 0.00906 0.00874 96.47
80 1.442 | 6133 0.01208 001212 | 100.29
1446 6131 . 0.01208 001211 _ 100.26
1.446 | 6121 | 4.3E-05 0.01208 0.01209 | 100.10
100 1471 | 7702 | 5.4E-05 0.01510 0.01520 | 100.66
1467 | 7673  5.4E-05 0.01510 0.01514 | 10028
1458 | 7670 | 5.4E-05 0.01510 0.01514 . 100.24
120 1442 | 9122 | 6.4E-05 0.01812 0.01799 99.29
1425 | 9080 | 6.4E-05 0.01812 0.01791 93.83
1417 | 9124 | 6.4E-05 0.01812 0.01799 9931
140 1492 | 10789 | 7.6E-05 0.02114 0.02127  100.60
1438 | 10792 | 7.6E-05 0.02114 0.02127 | 100.63
1438 | 10747 | 7.6E-05 0.02114 0.02119 | 100.21
PROMEDIO | 1.450 99.66
S 0.019 1.09
CV (%) 1.281 1.10
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Grifico 2. Linealidad del Método para Sibutramina.

Tabla 21. Pardmetros obtenidos de la regresion lineal del sistema del Método para

Sibutramina,

R 0.9993
Pendiente (m) 1.0092
Intercepto (b) -0.0002

C.V. 1 (%) 1.09
IC (By) 0.9928-1.0256
IC (By) -0.0004-9.9126E-05
C.V. (%) 0.9993
IC (W) 99.059-100.269

El coeficiente de variacién de regresion, al ser menor del 2 %, indica que la precision del

método es buena para cuantificar Sibutramina y como los intervalos para la pendiente y la

ordenada al origen incluyen el 1 y 0 respectivamente, se puede recuperar el 100 % de la

cantidad adicionada.

Para determinar si existe una relacion entre la cantidad adicionada de Sibutramina con la

cantidad recuperada se formularon las siguientes hipotesis:

Hy= Los datos no se ajustan a un modelo lineal.

H.= Los datos se ajustan a un modelo lineal.

Criterios de aceptacion: Se rechaza Ho si F caloulada > F tablas o valor critico de
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Tabla 22. Analisis de variancia realizado para determinar la linealidad del Método para

Sibutramina con un nivel de significancia del 95% de confianza.

ra 5 uma de
de cuadrados los criticode F
libertad cuadrados
Regresién 1 0.00028 0.00028 17707.6 9.2E-09
Residuos 13 2.0E-08 1.6E-09
Total 14 0.00028

De acuerdo con los resultados de las tablas de ANADEVA se rechaza Ho, por lo tanto la

relacién entre estas dos variables es lineal con un nivel de confianza del 95% y el

coeficiente de determinacioén indica que el 99.93 % de la variabilidad de la concentracién

recuperada esta en funci6n de la cantidad adicionada.

6.7 Reproducibilidad del Método

Tabla 23. Porcentaje de recobro de Sibutramina por 2 analistas en dos diferentes dias.

Dia 1 101.33 102.55 0.605
100.95 101.83
100.91 101.51

Dia 2 100.10 102.55 0.876
100.66 101.83
100.28 10151

CV (%) | 0454 0.466 CV global =
0.60%

En la tabla 23. Se observa que el dia y el analista no son fuentes de variacién en la

reproducibilidad del método, ya que en ambos casos los coeficientes de variacién del

porcentaje de recobro de Sibutramina obtenidos en diferentes dias por diferentes analistas

es menor a 2%.
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7.- Homogeneidad del Parche

La validacién del Método analitico se realizo con Parches dermatoldgicos elaborados en la
FES Cuautitlén Campo-1, los cuales consisten en un reservorio con principio activo
(sibutramina), y previamente a la validacion se realizo un estudio de Homogeneizacion con
el objeto de asegurar que el proceso por el que se hace la mezcla presente las mismas

propiedades en toda la sustancia.

De un parche de 9x11 cm se tomaron 6 cuadros de 1 cm?, se diluyeron en 20 ml, después
se tomo 1 ml y se lleva a la marca de aforo a 10 ml, los resultados obtenidos de esta
prueba fueron favorables ya que se obtuvo un coeficiente menor del 2%, lo que asegura que

el parche es homogéneo y por lo tanto el Método el aplicable.

Tabla 24. Homogeneidad del parche dermatoldgico de Sibutramina.

1 1.429 5464
2 1.417 5468
3 1.417 5362
4 1.417 | 5443
5 1.42 5536
6 1421 5468
promedio 1420 5456.833
s 0.005 56.130
CV(%) | 0.329 1.029
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RESULTADOS DE LOS PARAMETROS EVALUADOS PARA LA VALIDACION
DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE SIBUTRAMINA

Tabla 24. Parametros de validacién del método analitico para la cuantificacion de
Sibutramina.

Adecuabilidad 1 solicion que
del sistema representa el | CV=<2% CV=0887% Conforme
100% corrida 6
veces
Especificidad Someter al | La respuesta debe ser | No hay respuesta
' método a un | debida al analito analitica Conforme
placebo analitico
Preeision del | 6 soluciones a la
sistema concentracién que | CV<1.5% CV=03881% Conforme
representa el 100
%
Linealidad  del | 5 soluciones a una | r*> 0.98 = 0.9989
.} sistema concentracion del | IC de m: no debe incluir | Lim Sup:145211637 Conforme
60, 80, 100, 120 { el O Lim Inf: 139443522
140 % de
Sibutramina
respectivamente
Exactitud y | 6 muestras de un | CV de % de recobro <2 | CV=0812%
repetibilidad placebo cargado % y el IC para la media { Prom % recobro
de % de recobro debe | =100.494 Conforme
incluir el 100 % o estar | Lim sup = 100.9
dentro del intervalo 98- | Lim Inf=100.09
102 %
Linealidad  del | 5 soluciones deun | r* > 0.98 = 0.9993
método placebo cargado a | IC para m: debe incluir el | ICdem:
una concentracion | 1 LS=1.0256
de 60, 80, 100, | IC para b: debe incluir ¢l LI=0.9928
120 y 140 % de { 0 IC de b:
Bromhexina Para % recuperado: LS = 0.00009
respectivamente CV<2% LI=-0.00041 Conforme
IC debe incluir el 100% o | Para % de recobro :
estar dentro del intervalo | CV =1.10%
de 98-102% IC de media poblacional :
LS=100.269
LI=99.05%
Reproducibilidad ;| 2 analistas
(Dia, analista) diferentes CV global del % de
analizando la | recobro <2% CV global = 0.6 % Conforme
misma  muestra
por triplicado en 2
dias diferentes
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8.- CONCLUSIONES

Se desarrollo un método analitico para la cuantificacion de Sibutramina en parches
dermatologicos por electroforesis capilar. Las condiciones 6ptimas para el analisis son;
buffer Citratos 30 mM pH3, deteccion a una longitud de onda a 223 nm, longitud total del
capilar 31 cm, D.I 75 pum, temperatura de 25 C, una inyeccion hidrodindmica (5 psi por 5

seg), voltaje de separacion 30 kV, tiempo de lavado entre corridas 3 min con bufer.

Se realizo la validacion del método analitico para la cuantificacion de sibutramina en
parches dermatoldgicos, evaluindose los parametros de: adecuabilidad, precision,
linealidad del sistema y del método, especificidad, exactitud y repetibilidad, precision
intermedia. Al cumplir con todos los parametros de aceptacion en cada uno de los
parametros evaluados de un método analitico que establece la guia de validacién del
colegio nacional de QFB's, se puede concluir que este método cumple adecuadamente con
la validacion para llevar a cabo la cuantificacién de sibutramina en parches dermatolégicos.
Se obtuvo el método especifico de andlisis validado para ser aplicado en el laboratorio de

control de calidad.
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