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1 INTRODUCCION

La importancia del avance en los tratamientos para la diabetes mellitus radica en que
ésta se ha convertido en la enfermedad cronico degenerativa mas comun entre la
poblacion. Actualmente existen diferentes farmacos hipoglucemiantes que aunque
presentan relacién con su estructura quimica, regularmente las dosis en las que se
administran para que puedan alcanzar el efecto terapéutico deseado son diferentes, sin
embargo, la mayoria de estos farmacos son administrados en formas farmacéuticas
orales con sistema de liberacion inmediata que pueden llegar a causar reacciones
hipoglucemiantes severas. Otro problema que se presenta, es en los pacientes
geriatricos diabéticos que olvidan la toma del medicamento. Entre la gran variedad de
farmacos hipoglucemiantes se encuentra la glibenclamida, un farmaco que se debe

administrar en bajas dosis debido a su potencia.

Una forma de disminuir la toxicidad o reacciones hipoglucemiantes severas es
administrando el farmaco con un sistema de liberacion modificada, en donde la
concentracibn maxima se alcance en un periodo corto y se mantenga de manera
prolongada y que ademas, no requiera la ingesta diaria del medicamento. Para
desarrollar adecuadamente este tipo de formulaciones, es necesario que se conozca la
velocidad de aparicién del farmaco en el organismo a partir de las mismas, y para ello
es necesario un método que sea capaz de cuantificar al farmaco de interés en una matriz

bioldgica.

En este trabajo, se desarroll6 un método para cuantificar glibenclamida en plasma. El
desarrollo se basé en la técnica analitica de cromatografia de liquidos de alta resolucion,
la cual es suficientemente sensible para poder cuantificar concentraciones pequefias,
una vez establecidas las condiciones cromatograficas se desarroll6 la metodologia para
llevar a cabo el tratamiento de la muestra de plasma con farmaco. Finalmente, el método
desarrollado se validé para asegurar que cumple con los requisitos para el cual fue

disenado.



2 MARCO TEORICO
2.1 Sulfonilureas.

Estos compuestos son derivados de las sulfamidas. La estructura sulfonilurea constituye
el grupo esencial de la actividad hipoglucemiante, diversas sustituciones en el anillo
bencénico (R") y en el grupo urea (R?) han originado compuestos cuya potencia y

propiedades farmacocinéticas difieren notablemente (Figura 1). '
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Figura 1. Estructura general de la sulfonilurea

La primera generacion de las sulfonilureas incluye farmacos como la tolbutamida,
tolazamida y clorpropamida, posteriormente surgi® una segunda generacién de
sulfonilureas hipoglucemiantes que es aproximadamente 100 veces mas potente que
las del primer grupo, entre las cuales se incluyen farmacos como la glibenclamida y

glimepirida, entre otros. '
2.1.1 Absorcién, biotransformacién y excrecién.

Las propiedades farmacocinéticas de las sulfonilureas son sus caracteristicas mas
distintivas. Aun cuando hay diferencias en las velocidades de absorcién de las distintas
sulfonilureas, estas se absorben con eficacia a partir del tubo digestivo. No obstante, los
alimentos y la hiperglucemia pueden reducir la absorcion ya que se inhibe la motilidad
gastrica e intestinal y de este modo se puede retrasar la absorcion de muchos farmacos.
Las sulfonilureas en plasma se encuentran en gran parte unidas a proteinas, para la
glibenclamida la uniéon a proteinas es mayor (cerca del 90-99%, en especial a la
albumina). Si bien sus semividas de eliminacién son breves (3 a 5 h), sus efectos
hipoglucemiantes quedan de manifiesto durante 12-24 h, por lo que a menudo es posible

administrarlos una vez al dia. '



Todas las sulfonilureas se metabolizan en el higado y los metabolitos se excretan en la
orina. Asi, las sulfonilureas deben administrarse con precaucién en pacientes con

insuficiencia renal o hepatica.
2.1.2 Aplicaciones terapéuticas

Las sulfonilureas se utilizan para controlar la hiperglucemia en pacientes con diabetes
mellitus tipo I, en quienes el pancreas no secreta cantidad suficiente de insulina, por lo

que es dificil mantener niveles de glucemia normales. 2
2.2 Glibenclamida.

2.2.1 Descripcion.
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Figura 2. Estructura de la glibenclamida
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Formula condensada: C23zH2sCIN3OsS
Masa molar: 494.01 g/mol

Apariencia: Polvo blanco cristalino 3

2.2.2 Propiedades fisicoquimicas.

Punto de fusion: 172-174°C

Solubilidad: Practicamente insoluble en agua, ligeramente soluble en etanol y metanol.

Escasamente soluble en diclorometano.

UV maximo: El compuesto muestra maximos de absorcion en NaOH 0.1 M a 226, 274
y 300 nm.

pKa: La glibenclamida en un &cido débil, con una constante de disociacién de 5.3.

Coeficiente de reparto, Log P: 4.7 34




2.2.3 Dosis e Indicaciones terapéuticas.

La glibenclamida es un hipoglucemiante que pertenece a la segunda generacion de las
sulfonilureas. Se utiliza para el manejo de la diabetes mellitus tipo Il y tiene una duracion
de accion de hasta 24 horas. La dosis que se utiliza comunmente en formulaciones
orales es de 2.5-5 mg hasta 15 mg diarios. Aunque es poco probable que produzca un
beneficio adicional al aumentar la dosis por encima de los 15 mg, se han administrado

hasta 20 mg diarios.*

El medicamento se administra diariamente por via oral, por la mafana con el desayuno
o con la primera comida principal. Algunos pacientes pueden requerir 20 mg repartidos
en dos dosis al dia. Debe administrarse inmediatamente antes de la primera comida
abundante. No se debe compensar el olvido de una dosis con un aumento de la

siguiente, pues existe el riesgo de una sobredosis toxica.®

2.2.4 Farmacocinética.

Estudios farmacoldgicos en humanos muestran que después de la administracion oral
de glibenclamida, esta se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal (Gl)
alcanzando niveles plasmaticos maximos dentro de 2 a 4 h. Se une ampliamente a
proteinas plasmaticas y se distribuye a varios érganos. Se metaboliza casi por completo
en el higado, siendo dos metabolitos hidroxilados los principales, 4-trans-
hidroxiglibenclamida y 3-cis-hidroxiglibenclamida; ambos metabolitos no presentan
actividad hipoglucemiante significativa en la concentracion presente en sangre y se

eliminan rapidamente en heces y orina. -8

En un estudio farmacocinético en ratones se aplicé un parche transdérmico que
contenia una dosis de 1.8 mg de glibenclamida, después de la aplicacién la
concentracion maxima (Cmax) fue de 6.72 + 0.20 ug/mL en un tiempo (tmax) de 12 h.” Por
otro lado, en un estudio llevado a cabo en ratas con diabetes inducida y ratas normales,
se demostré que después de la administracion oral de glibenclamida en una dosis de
10 mg/kg se alcanzd una Cnax de 14.71 + 2.97 ug/mL y de 12.78 + 3.39 pg/mL,

respectivamente, en un tmax de 4 h.2

Comparando la administracion oral, la absorcion de glibenclamida es mas rapida ya que

la concentracibn maxima se alcanza en un intervalo corto de tiempo, sin embargo, con




|
los parches transdérmicos, el suministro lento y continuo de glibenclamida mejoré el
control glucémico en pacientes, ademas de disminuir eficazmente las complicaciones

asociadas con la diabetes mellitus. 7 °

Es evidente que la farmacocinética de glibenclamida después de la administracion oral
es significativamente diferente para ratas diabéticas y para ratas no diabéticas; esto
debido a que la glibenclamida es un sustrato de la glicoproteina-P, cuya funcién en el
epitelio intestinal es la eliminacion de farmacos y reduccion de la biodisponibilidad '°, sin
embargo, en pacientes diabéticos la glicoproteina-P se inhibe y asi se aumenta la
biodisponibilidad del medicamento, por lo tanto, la absorcion intestinal y la concentracion
maxima de glibenclamida después de la administracién oral es mayor en ratas

diabéticas."

Dichos estudios farmacocinéticos en ratas indican que la glibenclamida se absorbe
principalmente en el duodeno y yeyuno tanto para ratas diabéticas como para ratas no
diabéticas, sin embargo, el estbmago también es uno de los principales sitios de
absorcidn, ya que en pacientes y ratas diabéticas el vaciamiento gastrico se retrasa
permitiendo que la glibenclamida permanezca un mayor tiempo en el estbmago y por lo
tanto haya una mayor absorcion.!" Estudios farmacoldgicos en animales muestran que,
como otras sulfonilureas, la glibenclamida estimula la produccion y liberacion de insulina
de las células pancreaticas; su accion por lo tanto depende del buen funcionamiento de

estas células. ©
2.3 Métodos existentes para cuantificar glibenclamida

Algunos de los métodos oficiales encontrados en la bibliografia para la cuantificacion de
glibenclamida como materia prima utilizan diferentes técnicas, como la volumetria y la
espectrofotometria; pero para cuantificar glibenclamida en una matriz biolégica, como
el plasma, se utiliza comunmente la técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucion (CLAR) como puede observarse en el Cuadro 1.



Método Descripcion Referencia

Disolver 0.4 g de glibenclamida en 100 mL de

Volumetria alcohol. Aplicar calor. Titular con NaOH 0.1 12
M, usando fenolftaleina como indicador,
hasta la presencia de una coloracion rosa.

Disolver una muestra de glibenclamida en un
o volumen de etanol, y posteriormente realizar

Espectrofotometrico una dilucion. Medir la radiacion UV absorbida 13

por la molécula a una longitud de onda de 230

nm.

Columna L7 de 25 cm x 4.6 mm. Fase movil:

Acetonitrilo (ACN):NH4H:PO, pH 5.25 14

(55:45). Detector de UV a 254 nm. Velocidad

Cromatografia de flujo a 2 mL/min.

Columna C8 de 100 x 30.2 mm. Fase movil:

ACN: Agua: acido acético (50:50:0.03). 15

Detector de UV a 325 nm. Velocidad de flujo

a 0.5 mL/min.

Cuadro 1. Métodos para cuantificar glibenclamida en diferentes muestras

Dependiendo del analito y la matriz biolégica se deben establecer los requisitos
necesarios para poder obtener una separacion satisfactoria durante el analisis por CLAR

y de esta manera llevar a cabo la cuantificacion del analito.
2.4 Desarrollo de métodos analiticos.

Desarrollar y validar un nuevo método analitico es costoso, sin embargo algunos
métodos no son suficientemente confiables, sensibles y rentables o simplemente no

estan disponibles.

Antes de iniciar con el desarrollo del método se deben buscar posibles metodologias
existentes para el mismo analito o compuestos similares, y aunque podria no

encontrarse un método que sea Util, a menudo proporciona un punto de partida. '®

La amplia variedad de equipos, columnas y eluyentes hace que el desarrollo de un
método por CLAR parezca complejo, sin embargo, este proceso depende de la

naturaleza del analito y generalmente sigue los siguientes pasos: 7

o Establecer la técnica por CLAR
e Establecer las condiciones iniciales

e Desarrollo inicial del método




e Optimizacion del método
e Aplicar el método

¢ Validacion del método
2.5 Cromatografia.

La cromatografia es una de las principales técnicas para la separacién e identificacion
de especies quimicas estrechamente relacionadas en mezclas o matrices complejas.
La separacion se basa en la distribucion de los componentes de una mezcla entre dos
fases inmiscibles, una fija o estacionaria y otra moévil. Los componentes de la mezcla se
hacen pasar a través de la fase estacionaria mediante la corriente de la fase movil, las
moléculas fuertemente retenidas por la fase estacionaria se moveran lentamente con el
flujo de la fase movil, mientras que las que se unen débilmente a la fase estacionaria

seran arrastradas con rapidez por la fase movil.

La fase estacionaria puede ser un sdlido poroso de superficie activa en forma de
particulas pequenas, o bien, un soporte sélido cubierto con una fina capa de liquido, la
fase movil puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico; si se utiliza un gas se
denomina cromatografia de gases, para los demas tipos de cromatografia la fase movil

siempre es liquida, incluyendo la cromatografia de capa fina.'® 8

Existen diferentes tipos de cromatografia que se pueden clasificar de distintas formas.
Una clasificacién se basa en la forma de contacto entre la fase estacionaria y la fase

movil:

o Cromatografia en columna. Se utiliza un tubo estrecho que contiene a la fase
estacionaria, a través de la cual se hace pasar la fase movil.
¢ Cromatografia en capa fina. Se fija sobre una placa plana o un papel y la fase mavil

se desplaza por capilaridad o gravedad.

La otra clasificacion mas frecuente se basa en el tipo de fase movil y de estacionaria,

que determinan los equilibrios de los solutos entre ambas fases, distinguiéndose:

e Cromatografia de gases
e Cromatografia de fluidos supercriticos

e Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)

10



2.6 Cromatografia de liqguidos de alta resolucion (CLAR)

La CLAR es una técnica analitica muy conocida para la investigacion y el desarrollo
farmacéutico ya que tiene una alta capacidad de separacion para una amplia gama de

muestras. Actualmente se usa para:

Purificar productos naturales y sintéticos

Caracterizar metabolitos en matrices biolégicas

Andlisis de principios activos, impurezas y productos de degradacién

Estudios farmacocinéticos

En la separacién cromatografica, una fase mavil circula en intimo contacto con un fase
estacionaria, al introducir una mezcla de sustancias o analitos en la corriente de la fase
movil, cada analito avanzara a lo largo del sistema con una velocidad diferente que
dependera de su afinidad por cada una de las fases. Esto supone que después de
terminado el recorrido de la muestra por la columna, cada una de las sustancias
introducidas en el sistema eluira con un tiempo de retencién diferente, es decir, estaran

separadas.

El tiempo de retencion de un compuesto es el tiempo que transcurre desde el tiempo de
inyeccion de la muestra en el cromatdgrafo hasta el tiempo correspondiente a la altura
maxima del pico cromatografico del analito de interés '°. Cada compuesto tiene un
tiempo de retencion diferente que depende del analito y de factores como: velocidad de
flujo, naturaleza de la fase estacionaria, proporcién de la fase moévil, temperatura, pH,
longitud y diametro de la columna, lo que significa que dichas condiciones deben de ser
controladas si se usa el tiempo de retencion como forma de identificacion de un

compuesto.

En los métodos desarrollados por CLAR comunmente se utiliza un estandar interno o
mezclas de compuestos, por lo que el tiempo de retencidn del analito de interés y del
estandar interno o algun otro compuesto presente en la muestra debe de ser diferente,

ademas, los picos cromatograficos deben presentar una buena resolucion.

La resolucion de un pico cromatografico es la distancia que existe entre dos picos
adyacentes, es un parametro que describe el poder de separacién del sistema

cromatografico en relacion con el componente particular de la mezcla, sin embargo, para

11
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llegar a una separacion optima entre compuestos, deben obtenerse picos agudos vy
simétricos. Hay tres parametros que influyen en la resolucion de una separacion

cromatografica: 20

e Eficiencia de la columna: Expresada en nimero de platos tedéricos, cuantos mas
platos la columna sera mas eficiente

e Selectividad: Capacidad de separacion de dos analitos en la columna, considerando
el tiempo de retencién de los maximos de los picos para cada analito.

o Factor de retencién: Picos con bajo factor de retencion son mejores por que se evita

su ensanchamiento.
2.7 Tipos de CLAR.

El tipo de cromatografia en CLAR viene determinado por la fase movil y
fundamentalmente, por la fase estacionaria. Los sistemas mas usados en cromatografia

se describen a continuacion: & 20
2.7.1 Cromatografia de adsorcion

Surge de la interaccion entre el soluto y la superficie de la fase estacionaria, tal
interaccion es un caso de competencia en el que las moléculas de la fase movil y las
del soluto compiten por los sitios de adsorcion sobre la superficie de la fase estacionaria;
la fase estacionaria se constituye de un material relativamente polar con una alta
superficie de contacto, la silica gel es el material que mas se utiliza, aunque materiales
como alumina y oxido de magnesio también se utilizan. Los disolventes que se utilizan

para la fase mévil son relativamente no polares.
2.7.2 Cromatografia de reparto

Se basa en la hidrofilia. La fase estacionaria consiste en una matriz de silica gel que
lleva unida covalentemente por enlaces siloxano una cadena de carbonos, comunmente
de 8 o 18 carbonos, y una fase mévil moderadamente polar. Las moléculas de la
muestra se distribuyen entre las dos fases, la fase estacionaria en este caso es mas
hidrofdbica, por lo que lo compuestos hidrofilicos eluiran de una manera mas rapida que

los compuestos hidrofébicos ya que presentan mayor afinidad por la fase estacionaria.

12



2.7.3 Cromatografia de intercambio idnico

Involucra una fase estacionaria sélida con grupos aniénicos o catiénicos en la superficie,
en el cual las moléculas del soluto de carga opuesta son atraidas. Esta técnica es

adecuada para separar aminoacidos o productos metabdlicos.
2.7.4 Cromatografia de exclusién molecular

Involucra una fase estacionaria con un tamafo de poro determinado. Los solutos se
separan de acuerdo al tamafio de las moléculas; las moléculas de mayor tamafio eluyen
primero seguidas de las moléculas mas pequefias. Esta técnica de separacion es

adecuada para muestras con compuestos con diferentes pesos moleculares.

Sin embargo, hay otros tipos de cromatografia que por su complejidad no son utilizados,

pero se mencionan a continuacion:

2.7.5 Cromatografia de particion centrifuga

Involucra dos fases liquidas, ambas fases liquidas son inmiscibles entre si y se mezclan
para formar un sistema de dos fases. Una de las fases liquidas se utiliza como fase
estacionaria, la cual es colocada en una columna o rotor mientras que este se encuentra
girando a una velocidad moderada, de esta manera, la fase estacionaria se retiene en
el interior del rotor por la fuerza centrifuga. La segunda fase, la fase moévil, es la que
contiene a los solutos y se alimenta a presién en el rotor y se bombea a través de la

fase estacionaria. 2!

2.7.6 Cromatografia de afinidad

La cromatografia de afinidad permite la separacion de mezclas proteicas por su
capacidad de union a un determinado ligando. La fase estacionaria consiste en un medio
de soporte en el que el sustrato se ha unido covalentemente a una matriz
cromatografica, de tal manera que cuando se pasa la mezcla de proteinas a través de
la columna cromatografica, las proteinas que se retienen seran aquellas que se unen
especificamente al sustrato, posteriormente las proteinas se eluyen mediante una
solucién que contenga a un sustrato libre 0 un compuesto que sea capaz de romper la

interaccion entre la proteina y sustrato.?>23

13



2.7.7 Cromatografia quiral

Este tipo de cromatografia se utiliza para la separacion de enantiomeros, consiste en
una fase estacionaria quiral que contiene a un unico enantiémero, los dos enantidmeros
de un compuesto difieren en la afinidad por la fase estacionaria originando que la salida

de ambos por la columna sea en diferentes tiempos. 20 24

2.7.8 Cromatografia interaccién hidrofébica

Se utiliza para la purificacion de proteinas y carbohidratos. Las moléculas se retienen
en la columna en virtud de las interacciones hidrofébicas que establecen con la silica
modificada de la columna, aunque estas interacciones son débiles, a menudo son muy
numerosas que se necesita de la disminucion de la polaridad de la fase mévil para poder

eluir las moléculas retenidas. 2°
2.8 Cromatograma.

La muestra debe ser disuelta en un liquido miscible con la fase mdévil, posteriormente el
inyector es el encargado de tomar un volumen de muestra, usualmente es de 5-100 pL.
La separacién se lleva a cabo cuando la fase movil es bombeada a una velocidad de
flujo constante a través de la columna; la interaccion entre la fase estacionaria y la fase
movil dan origen a la separacién, trayendo a los analitos separados hacia el detector, el
detector es el encargado de dar una sefal eléctrica, dicha sefial es procesada por un

sistema computacional que imprime el resultado como cromatograma.

Los compuestos eluidos son transportados por la fase moévil hacia el detector y
registrados en forma de una campana de Gauss. Las sefiales detectadas son conocidas
como picos, y de forma general se le conoce como cromatograma; dichos picos dan

informacion cuantitativa y cualitativa de la mezcla o del analito en cuestién.

¢ Cualitativa. El tiempo de retencion del analito siempre es constante bajo las mismas
condiciones cromatograficas. La dimension de la columna, tipo de fase estacionaria,
velocidad de flujo, tamafo de la muestra y temperatura proporcionan las condiciones
cromatograficas. Por lo tanto, un pico puede ser identificado inyectando la muestra y
comparando su tiempo de retencién con un estandar de referencia.

¢ Cuantitativa. El area del pico es proporcional a la cantidad del analito inyectado. Para

determinar la concentracion de una muestra se construye un grafico de calibracion y
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se comparan las areas de los picos de diferentes soluciones con concentracion

conocida con el area del pico de la muestra. '8 26
2.9 Andlisis cuantitativo:

Los cromatogramas obtenidos muestran una serie de picos cuyas areas se
correlacionan con la concentracion del compuesto inyectado. Comunmente se trabaja
con un estandar interno que se agrega a una determinada concentracién tanto a los

compuestos con concentraciones conocidas como a las muestras a cuantificar.

Un estandar de referencia es un compuesto altamente purificado que esta bien
caracterizado. Los métodos cromatograficos se basan en los estandares para proveer
datos precisos, por lo tanto, la calidad y pureza de los mismos son importantes. Se

utilizan estandares externos e internos para la cuantificacién de un analito. %°
2.9.1 Estandar interno.

En este método una cantidad conocida de estandar interno se agrega a la muestra antes
del analisis. El estandar interno seleccionado deber ser de alta pureza y tener una
estructura quimica, asi como propiedades fisicas y quimicas similares a la del analito
que puedan influir en el desarrollo del método; es importante asegurarse de que el
estandar interno es estable y que no interfiere con ninguno de los componentes de la
muestra. Para muestras biologicas el método del estandar interno proporciona
resultados mas precisos. La cuantificaciéon esta basada en la relacion de la respuesta
del analito con respecto a la respuesta del estandar interno, ambas con una preparacion

similar. 2027
2.9.2 Estandar externo.

Un estandar externo es una sustancia de referencia del analito a determinar. En el
método del estandar externo se preparan una serie de soluciones de concentracion
conocida de la sustancia de referencia, las concentraciones deben ser aproximadas a
la concentracién del analito y se analizan bajo las mismas condiciones de analisis. El
area o altura de los picos de la sustancia de referencia se grafican en funcion de su

concentracion, la curva de calibracion debe resultar una linea recta. 2°
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2.10 Fase estacionariay movil.

La interaccién de dos componentes principales produce el retraso en la salida de un

compuesto que pasa a través de la columna.
2.10.1 Fase estacionaria.

La silica gel es el material de mayor uso para el empaquetamiento de columnas ya que

proporciona un alto rendimiento a la columna.

Consiste en una red porosa de atomos de silicio unidos de manera tridimensional por
atomos de oxigeno, la superficie de la estructura molecular se compone de grupos
silanoles (Si-OH) los cuales le proporcionan un caracter polar el cual es explotado en la
cromatografia de adsorcion, sin embargo, la estructura molecular puede ser modificada
quimicamente para formar fases estacionarias con propiedades especificas, un ejemplo
es la silica gel que se utiliza en la cromatografia de reparto, la cual es modificada por
reaccion con clorosilanos para dar un enlace Si-O-Si-C; la unién con cadenas de
hidrocarburos a la silica gel produce una superficie no polar que ademas de ser mas
estable permite el uso de mezclas de agua:disolvente como eluentes. El material mas
usado es aquel al que se enlazan cadenas de 18 atomos de carbono (C18), aunque
también hay con 8 cadenas de carbonos (C8), esta silicas se usan en un rango de pH
de 4-8. 1820

2.10.2 Fase movil.

Otro factor a considerar con respecto al grado de retenciéon para un compuesto en

particular, es la fase movil.

En todas las formas de cromatografia, la calidad y la manipulacién de la fase mévil debe
tomarse a consideracion, ya que las impurezas solubles pueden acumularse en la
superficie de la fase estacionaria generando lineas base con ruido o picos falsos, por lo
que se debe evitar la contaminacién de los disolventes que se utilizan para la fase movil.
Actualmente se comercializan disolventes con alto grado de pureza los cuales estan
libres de particulas contaminantes. Existe una serie de factores que deben tomarse en
cuenta a fin de evitar problemas durante el desarrollo del método analitico, por lo que

los disolventes deben de cumplir con las siguientes caracteristicas: %
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¢ No deben de tener respuesta por parte del detector

e Deben de tener una baja viscosidad para proporcionar una baja presion al sistema
2.11 Andlisis de farmacos en fluidos biolégicos.

Para el analisis de farmacos y sus metabolitos en fluidos bioldgicos se utilizan métodos
por CLAR, usando detectores de UV, fluorométrico y/o electroquimico. La deteccion
selectiva del farmaco dentro de una matriz bioldgica es una de sus ventajas, ademas,
la fase moévil puede ser modificada para separar el pico del farmaco a partir de otros
picos de interferencia. El sistema cromatografico y el tipo de detector se deben elegir de
acuerdo a la muestra, ya que cuando el farmaco se encuentra en una concentracion

baja se requiere un detector mucho mas sensible y especifico.

Los fluidos biolégicos son muy complejos y los analitos de interés por lo regular estan
presentes en concentraciones muy bajas. Aunque el bioanalisis se desarrolla con varios
instrumentos, la mayoria de ellos no se puede manejar con fluidos biolégicos
directamente, por lo que se debe de llevar a cabo la preparacion de la muestra para
extraer y aislar a los analitos. Para seleccionar una técnica de extraccion se deben de
considerar diversos factores, los cuales incluyen la naturaleza y condicion de la muestra,

asi como, la concentracion de farmaco. 226
2.12 Plasma

La sangre consta de una parte liquida que se denomina plasma y por una parte solida
de elementos formes como eritrocitos, leucocitos y plaquetas. El plasma sanguineo es
un liquido claro y ligeramente amarillento que se obtiene después de sedimentar los

elementos formes de la sangre no coagulada, generalmente mediante centrifugacion. 28

El plasma sanguineo es un liquido compuesto en mas del 90% por agua, el resto del
plasma esta formado por proteinas plasmaticas, lipidos, glucidos, sales minerales y
otras sustancias disueltas. Tiene la funcion de disolvente y medio de transporte.?® Gran
parte de los solutos presentes en el plasma son proteinas plasmaticas tales como
factores de la coagulacién, albumina y globulinas. * La interacciéon mas importante en
torrente sanguineo, a nivel de proteinas plasmaticas, es la fijacién de farmacos ya que

este tipo de sustancias por si solas no podrian viajar por el torrente circulatorio.
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El plasma es la parte no celular de la sangre que contiene una serie de proteinas las
cuales son diferentes fisicoquimicamente con respecto al analito a cuantificar, sin
embargo, a menudo hay una fuerte afinidad entre las proteinas y el farmaco por lo que
el farmaco debe de ser liberado de las proteinas antes de que la muestra sea inyectada
en el cromatografo o estas podrian precipitar por la fase moévil y obstruir el equipo,

ademas, pueden producir adsorciones irreversibles en la columna analitica.
2.13 Preparacion de la muestra bioldgica para el anélisis.

La preparacion de la muestra es una etapa decisiva en los métodos de analisis, en
especial en casos donde la matriz que rodea al analito es muy compleja. Las muestras
de plasma contienen varios compuestos mas el analito (principio activo) en bajas
concentraciones, por lo que el analisis de farmacos en matrices biolégicas puede llegar

a ser un reto por diferentes razones:

e La muestra puede contener una o mas sustancias que proporcionen una respuesta
falsa durante el analisis

¢ Los componentes de la muestra pueden contaminar o danar de forma irreversible el
instrumento analitico

e La concentracién del analito puede ser tan baja que puede no ser detectado durante
el analisis.

e La muestra puede ser incompatible con el instrumento analitico.

Para la preparacion de la muestra pueden utilizarse operaciones de la quimica analitica

como; 2026
2.13.1 Ultrafiltracion.

Se emplean membranas en forma de cono que se ajustan a los tubos de la centrifuga;
las alicuotas de la muestra son colocadas en la parte superior de los conos y se
centrifugan ligeramente. Las membranas permiten el paso a moléculas demasiado
pequenas, sin embargo, puede haber pérdida del analito cuando esta fuertemente unido

a las proteinas.
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2.13.2 Precipitacion de proteinas.

Se utiliza para muestras de suero y plasma, y su propdsito principal es eliminar a las
proteinas antes de que se lleve a cabo su analisis. La muestra de suero o plasma se
mezcla con metanol o acetonitrilo el cual causa la desnaturalizaciéon de las proteinas,
posteriormente la muestra se centrifuga para llevar acabo la precipitacion de las
proteinas y el sobrenadante se recolecta para el analisis final; el sobrenadante es el que
contiene al analito casi libre de proteinas. Se puede realizar afiadiendo acidos fuertes
como, acido perclérico o tricloroacético, sin embargo, algunos farmacos pueden verse
afectados ya que pueden sufrir hidrolisis. Debe evitarse que el componente a analizar

precipite junto con las proteinas.
2.13.3 Extraccion liquido-liquido.

Esta técnica se utiliza para fluidos biolégicos como sangre y orina. Se mezcla la muestra
acuosa con un disolvente organico inmiscible en agua, resultando en un sistema de dos
fases, se agita vigorosamente por un cierto periodo de tiempo y posteriormente se
centrifuga. La fase organica es la que contiene al analito de interés. Pueden producirse

pérdidas importantes del analito.
2.13.4 Extraccién en fase soélida.

Los compuestos a separar pueden purificarse mediante el paso de la muestra a través
de una columna. Los analitos de interés son retenidos en la columna por diferentes tipos
de interacciones con la fase estacionaria, la columna posteriormente es eluida de tal
manera que los componentes de la matriz queden removidos. Finalmente, se lleva a
cabo la elucion de los compuestos con un disolvente que rompa las interacciones del

analito con la fase estacionaria.

La técnica a elegir para la preparacion de la muestra depende de las propiedades del
analito, composicién de la muestra y concentracion del analito en la muestra,

considerando también la viabilidad de la técnica.
2.14 Validacion de métodos analiticos.

Una vez desarrollado el método por CLAR, este debe validarse con el fin de establecer

con un alto grado de confianza que el método analitico cumple con el propésito para el
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cual fue desarrollado, es decir, si permite cuantificar al analito de interés de manera
inequivoca con exactitud y precision. 2 El desarrollo y validacion del método puede ser
simultanea, pero son dos diferentes procesos. El objetivo principal de la validacion es
demostrar la confiabilidad que tiene un método en particular para la cuantificacién de un

analito en una matriz bioldgica, tal como, sangre, suero, plasma u orina. 3!

Comunmente los criterios que se evaluan en la validacién de un método analitico por

CLAR en fluidos bioldgicos son: '3
2.14.1 Selectividad/Especificidad

El método analitico debe ser capaz de diferenciar al analito de interés y al estandar
interno de metabolitos presentes en la matriz u otros compuestos en la muestra. Las
sustancias potencialmente interferentes en una matriz biolégica incluyen componentes
endogenos de la matriz, metabolitos y productos de descomposicion. Si el método esta
destinado a cuantificar mas de un analito, cada analito debe ser probado para garantizar

que no hay interferencia.

Se debe evaluar y analizar individualmente la interferencia de al menos 6 diferentes

fuentes de matriz blanco.

La respuesta analitica de las interferencias debe ser menor al 20% del limite inferior de

cuantificaciéon del analito y menor al 5% para el estandar interno.
2.14.2 Limite de cuantificacién (LC).

Es la concentracion minima de analito presente en la muestra que puede ser
cuantificado con exactitud y precisién. El limite inferior de cuantificacion debe ser
establecido de acuerdo a las concentraciones esperadas durante el desarrollo del

estudio.

La concentracién mas baja en la curva de calibracion se acepta como limite inferior de
cuantificaciéon, si la senal del analito en la muestra es al menos 5 veces la sefal

proporcionada por el blanco.
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2.14.3 Limite de deteccion.

Es la minima concentracién de una sustancia en una muestra, que bajo las condiciones

de operacion establecidas, puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada.3
2.14.4 Linealidad

Consiste en determinar si existe relacién lineal entre la concentracion y la respuesta
analitica. Se lleva acabo preparando al menos cinco diluciones por triplicado, a partir de

una misma solucion patron, midiendo su respuesta bajo las condiciones de medicién.
2.14.5 Precision.

La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de concordancia entre una
serie de mediciones individuales de un analito cuando se aplica el mismo procedimiento
de manera repetida a multiples alicuotas de un volumen homogéneo de matriz biolégica.

Dentro del parametro de precision se evalua:
2.14.5.1 Repetibilidad.

Expresa la precisidén bajo las mismas condiciones de operacién en un intervalo corto de

tiempo. En un mismo dia se analizan por quintuplicado las siguientes muestras control:

o Limite inferior de cuantificacion (LIC).

¢ Muestra control bajo (MCB): A la matriz se le adiciona 3 veces la concentracion del
LIC.

e Muestra de control medio (MCM): A la matriz se le adiciona una concentracion
intermedia entre MCB y MCA.

¢ Muestra de control alta (MCA): A la matriz se le adiciona una concentracion entre el

75-85% de limite superior de cuantificacion presente en la curva.

El % del coeficiente de variacion (CV) del valor promedio, no debe ser mayor al 15%,

excepto para el LIC, el cual puede ser igual o menor al 20%.
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2.14.6 Exactitud.

Expresa en porcentaje, el grado de concordancia entre el valor que se acepta y el valor
encontrado. De los datos de repetibilidad y reproducibilidad se calcula la desviacién de

la concentracion obtenida con respecto al valor nominal (% de desviacion).

El % de desviacion no deber ser mayor al 15%, excepto para el LIC, el cual debe ser

menor o igual al 20%.
2.14.7 Estabilidad de la muestra.

Se debe llevar a cabo la evaluacion de la estabilidad de la muestra para asegurar que
durante la preparacion y el analisis de la muestra, asi como las condiciones de
almacenamiento no afectan la concentracion del analito. Se determinan las condiciones

de temperatura y tiempo en las que el farmaco permanece estable en la matriz bioldgica.

Se evalla por triplicado la respuesta del analito a las concentraciones de las muestras
de control alta y baja, las cuales son analizadas después de ser sometidas a las

condiciones de ensayo evaluadas.

La concentracion promedio de cada nivel debe estar dentro del 15% de la concentracion

nominal.
2.14.8 Estabilidad ciclos de congelaciéon-descongelacion.

La estabilidad del analito debe determinarse después de tres ciclos de congelacion y
descongelacién. Al menos tres alicuotas de MCB y MCA deben ser almacenadas en el
congelador por al menos 12 h, posteriormente se descongelan a temperatura ambiente.
Después de la descongelacién completa, las muestras se vuelven a congelar de nuevo

aplicando las mismas condiciones en cada ciclo.

2.14.9 Estabilidad en automuestreador.

Se debe de determinar la estabilidad de las muestras procesadas en el

automuestreador, durante el tiempo que dure el analisis de las muestras.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La glibenclamida es una sulfonilurea de segunda generacion que pertenece al grupo |l
de la clasificacion biofarmacéutica de farmacos, es decir, presenta baja solubilidad y
alta permeabilidad. Es uno de los hipoglucemiantes mas utilizados por sus dosis
relativamente bajas (2.5-5 mg), y por su alta eficacia en pacientes con diabetes mellitus
tipo I, sin embargo, la administracién oral de glibenclamida ha sido asociada a severas,
y en algunas ocasiones fatales reacciones hipoglucemiantes, por lo que la
administracion a partir de un sistema de liberacion controlada ofrece muchas ventajas,

tales como la reduccion de reacciones adversas y administracion sostenida del farmaco.

El desarrollo de nuevas formas farmacéuticas con sistema de liberacién modificada,
necesita de métodos bioanaliticos que sean capaces de cuantificar al farmaco o analito
de interés en fluidos biolégicos o tejidos corporales, para poder llevar a cabo estudios

de farmacocinética y/o biodisponibilidad.

Dentro de las técnicas existentes para la cuantificacion de farmacos y sus metabolitos
en fluidos bioldgicos se encuentra la CLAR, una técnica que presenta mayor selectividad
y sensibilidad, ademas, es especifica, ya que el desarrollo de un método bioanalitico
con esta técnica depende en su mayoria de las caracteristicas fisicoquimicas del

farmaco, asi como, de la matriz biolégica que lo contiene.

Ya que se administran bajas dosis de farmaco, es necesario el desarrollo de un método
analitico sensible y especifico que permita la cuantificacion de glibenclamida en plasma
de ratdn utilizando la técnica de CLAR, y asi poder llevar a cabo posteriores estudios de
farmacocinética y/o biodisponibilidad a partir de matrices sol gel utilizadas como

sistemas de liberacidon controlada administrado a ratones.
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4  OBJETIVOS

Objetivo general.

Desarrollar un método analitico por CLAR capaz de cuantificar glibenclamida en plasma

de raton.

Objetivos particulares

o Seleccionar las condiciones de preparacion de la muestra de plasma para el analisis

cromatografico.

o Validar el método analitico desarrollado para cuantificar glibenclamida en plasma de

raton, de tal manera que la cuantificacion de resultados confiables.
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5 HIPOTESIS

El desarrollo del método analitico para la cuantificacion de glibenclamida en plasma
sanguineo de raton debera cumplir con los parametros necesarios para que sea
validado y asi poder asegurar que el método proporcionara resultados confiables para

que pueda ser utilizado en posteriores estudios farmacocinéticos.
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7 DESARROLLO EXPERIMENTAL

7.1 Materiales y Reactivos

Reactivos
= Acetonitrilo grado cromatografico (ACN) (GC)
» Fosfato monobasico de potasio (KH2PO,)
= Acido fosférico (HsPO.)
= Agua desionizada
= Octil sulfonato de sodio
=  Acido acético glacial (AcOH)
=  Metanol (MeOH) (GC)
= Metanol grado reactivo (GR)
=  Felodipino

=  Glibenclamida

Matriz biologica

=  Plasma de ratdn

Material general
» Tubos eppendorf/ tubos para microcentrifuga
= Micropipetas
= Puntas para micropipeta
= Gradilla para tubo eppendorf

= Sistema para filtrar a vacio
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Distribuidor

Tecsiquim

J. T. Baker
Merck
Milli-Q
Sigma
Merck

Tecsiquim

J.T. Baker

Laboratorios Kener

Quimica Alkano

Capacidades
2mL
1-10 y 100-1000 pL



Material de vidrio:
Mide:

Matraces volumétricos
Pipeta volumétrica
Pipeta graduada 1/100
Vasos de precipitados
Probeta

Contiene:

Tubos de ensaye

Equipo

Cromatoégrafo de liquidos
Inyector

Detector UV

Bomba

Columna C8, 5 ym, 150 x

4.60 mm

Microcentrifuga
Congelador

Bomba para vacio
Parrilla de agitacién
Vortex

Instrumento
Microbalanza

Potenciometro

Marca

Primaide
Primaide
Primaide

Primaide
Phenomenex

Eppendorf

Marca
Mettler Toledo

Cole Parmer
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Capacidades

10y 25 mL
1y2mL
de 2 mL
10, 50, 150, 600, 1000 mL
50 mL

Modelo/# de serie

Primaide 1210 No. ID 1418-025
Primaide 1410 No. ID 1418-027
Primaide 1110 No. ID 1202-025

Luna/No. Serie 652069-57

5417C

Modelo/# de serie
MT5 SNR. 1114470645
No. serie Ep500/15468



7.2 Metodologia

7.2.1 Desarrollo del método analitico

Se prepararon dos fases moviles, cada una con solucién amortiguadora de fosfatos a
diferente pH, la proporcion utilizada para ambas es de 45:55, solucién amortiguadora
de fosfatos 0.05 M: Acetonitrilo. Los valores de pH que se utilizaron fueron 5.25 y 3.5,

cada una se prepar6 con diferente par acido-base de fosfatos:

pH 5.25 35
Reactivos KH2PO4/K2H PO4 H3PO4/KH2PO4

La fase movil con solucidon amortiguadora de fosfatos a pH de 5.25 se empled en el
cromatografo de liquidos a una velocidad de 2.0 mL/min y un volumen de inyeccién de
50 uL. Después de probar estas condiciones se opté por utilizar una fase mévil con un
pH menor, en este caso 3.5, volumen de inyeccion de 25 pL y velocidades de flujo de
2.2 y 2.5 mL/min. En ambos casos la deteccién se hizo a una longitud de onda de 254

nm.

Debido a la baja solubilidad que presenta la glibenclamida, se utilizaron 3 diferentes
disolventes, metanol, etanol y acetonitrilo, para seleccionar en cual era mas adecuado
disolver al analito. Una vez seleccionado el disolvente para la preparacion de las
muestras, se probd una solucién para llevar acabo la precipitacion de proteinas una vez
que el método fuera aplicado a la matriz bioldgica, en este caso la solucién que se probd

fue de acido acético en metanol al 1%.

En la precipitacién de proteinas se utilizaron con diferentes proporciones, 1:1 y 1:2
plasma: solucion de &acido acético en metanol, posteriormente las muestras se

centrifugaron a una velocidad de 5000 rpm por un periodo de 10 min.

Después de haber empleado diferentes condiciones cromatograficas, disolventes y
proporciones para la precipitacion de las proteinas, se eligieron cudles eran las
condiciones mas adecuadas para la cuantificacién de glibenclamida en plasma y asi

llevar a cabo el tratamiento de las muestras y la validacion del método analitico.
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7.2.2 Validaciéon de sistema

La validacién del sistema se llevé a cabo en un intervalo de concentracion de 1-9 ug/mL
utilizando las condiciones cromatograficas que se seleccionaron en el desarrollo del

método analitico.
7.2.2.1 Linealidad de sistema

Se prepararon por friplicado cinco niveles de concentracion en metanol grado
cromatografico (GC): 1, 3, 5, 7 y 9 pyg/mL. Se utilizé6 como estandar interno una solucion
de felodipino en metanol GC a una concentracién de 70 ug/mL y como blanco metanol
GC.

Se tomaron alicuotas de diferente volumen de la solucion patrén de glibenclamida y se
colocaron en diferentes matraces volumétricos de 10 mL, a cada matraz se le agrego 1
mL de solucién de estandar interno y se llevo al aforo con metanol GC. La concentracion

final del estandar interno fue de 7 pg/mL. Ver anexo |.

Las muestras se inyectaron el mismo dia de preparacion utilizando las condiciones
cromatograficas establecidas en el desarrollo del método, una vez obtenido el
cromatograma se calculd la respuesta para cada nivel de concentracién, dividiendo el
area bajo la curva (ABC) de la glibenclamida entre el ABC del estandar interno,
posteriormente se llevo acabo la regresion lineal con las respuestas para obtener el
coeficiente de determinacién (r?), ordenada al origen (b) y pendiente (m). El andlisis
estadistico se realizd evaluando la ordenada al origen y la pendiente con t de Student 'y

se determiné el ajuste lineal con analisis de varianza (ANADEVA).
7.2.2.2 Precision de sistema

Se prepararon por sextuplicado, soluciones de glibenclamida a una concentracion de 7
pug/mL en metanol GC. Se utiliz6 como estandar interno una solucion de felodipino en

metanol GC a una concentracion de 70 ug/mL y como blanco metanol GC.

Se tomaron alicuotas de 700 pL de la solucidn patrén de glibenclamida y se colocaron
en diferentes matraces volumétricos de 10 mL, a cada matraz se le agregdé 1 mL de

solucion de estandar interno y se llevé al aforo con metanol GC. Ver anexo |I.
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Después de la inyeccion de la muestra, se calculd el promedio y desviacion estandar de
la respuesta para poder obtener el coeficiente de variacién (CV). El analisis estadistico

se realizd con una prueba de Ji cuadrada (X?).

7.2.3 Validacién de método

Para la obtencion del plasma se utilizaron ratones CD-1 de sexo indistinto
proporcionados por el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza Campo

Il. Cada raton fue tratado de acuerdo con estandares éticos para el manejo de animales.
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7.2.3.1 Tratamiento de la muestra

Se prepard una solucion de estandar interno a una concentracion de 7 pg/mL en acido
acético al 1% en metanol. Se tomdé 1 mL de la solucién de estandar interno y se colocé
en un tubo Eppendorf, posteriormente se le adiciono 0.5 mL de la muestra de
glibenclamida en plasma. Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min, se
tomo el sobrenadante y se inyecto bajo las condiciones cromatograficas establecidas
en el desarrollo del método. El tratamiento del blanco se llevé a cabo colocando 1 mL
de solucion de acido acético en metanol al 1% con 0.5 mL de plasma. Este tratamiento

se aplicé a las muestras utilizadas para la validacién del método analitico.
7.2.3.2 Selectividad/Especificidad

Se prepararon diferentes muestras para evaluar las posibles interferencias que se
presenten durante la preparacion, tratamiento y analisis de las muestras. Las muestras

preparadas fueron (Ver anexo I):

Plasma + solucién de acido acético en metanol al 1%

a
b. Plasma + solucién de glibenclamida (7 ug/mL)

o

Plasma + solucion de felodipino (7 ug/mL)
d. Plasma + solucion de felodipino (7 ug/mL) + solucion de glibenclamida (7 pg/mL)

+ solucién de acido acético en metanol al 1%.
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7.2.3.3 Limite de cuantificacion y de deteccién

Se prepararon cuatro soluciones a diferentes concentraciones, 0.5, 0.35, 0.25, 0.1
ug/mL. Las muestras se inyectaron por triplicado. Con las areas bajo de la curva
obtenidas se calculo la respuesta, promedio y la desviacion estandar para calcular el
coeficiente de variacion, el cual no debia ser mayor al 15 %. Con respecto al criterio de
aceptacion, el limite de cuantificacion se debia determinar con base al 5% de la

concentracion maxima esperada (7 pg/mL), en este caso 0.35 pg/mL
7.2.3.4 Linealidad de método

Se prepararon por triplicado 5 niveles de concentracién en un rango de 1-9 ug/mL. Las
muestras se inyectaron el mismo dia de preparacién y se calculé la respuesta dividiendo
el ABC de glibenclamida entre el ABC del estandar interno para cada muestra. (Ver

anexo |).

Con los datos de respuesta se realizé una regresion lineal para poder determinar
coeficiente de determinacion (r?), pendiente (m) y ordenada al origen (b), que de acuerdo
al criterio de aceptacion debe de ser r220.98, m#0 y b=0. El andlisis estadistico de los
datos se llevé a cabo con una t de Student para la ordenada al origen y la pendiente,
determinando que cumplieran con el criterio de aceptacion, mientras que el coeficiente

de determinacion se evaluo con ANADEVA.

7.2.3.5 Precision

7.2.3.5.1 Repetibilidad

Se prepararon y analizaron por quintuplicado tres niveles de concentracion, en este caso
las concentraciones de 5, 7 y 9 ug/mL. (Ver anexo 1). Se calculé el promedio y la
desviacion estandar de las respuestas obtenidas en cada nivel de concentracion para
obtener el coeficiente de variacion, el cual no debia ser mayor al 15%. El analisis

estadistico de los datos se realizé con una prueba de Ji cuadrada (X?).
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7.2.3.5.2 Precisién intermedia

Dos analistas prepararon en dos dias diferentes y por separado, tres muestras de
glibenclamida a una concentracion equivalente al 100 %, en este caso 7 ug/mL, a partir

de una solucién patrén de glibenclamida. (Ver anexo ).

Se calculd la respuesta que se obtuvo por analista y dia. Con los datos obtenidos se
llevd a cabo el tratamiento estadistico con ANADEVA para evaluar que existiera
precision ente los analistas, asi como entre los dias y que no existe interaccion entre el

analista y dia.

7.2.3.6 Exactitud

Se utilizaron los datos de respuesta obtenidos en linealidad del método, los cuales se
interpolaron en la curva de calibracion para obtener el porcentaje de recuperacion. Se
calcul6 el promedio y desviacion estandar, asi como el coeficiente de variacion el cual
no debia ser mayor al 15%. El andlisis estadistico para evaluar que cumple con el criterio

de exactitud se llevd a cabo por comparacion de medias con t de Student.

7.2.3.7 Estabilidad de la muestra

Se preparo por triplicado una solucién de glibenclamida a una concentracion de 7 ug/mL
en plasma. Las muestras se mantuvieron en la mesa de trabajo a temperatura ambiente,
y los muestreos se hicieron en los siguientes intervalos de tiempo: 0, 0.5, 1,2, 4,6y 24
h. Después del muestreo se llevo a cabo el tratamiento de la muestra para su posterior

inyeccion. (Ver anexo ).

Con las respuestas obtenidas se calculé la concentracion de analito recuperada,
posteriormente se calculé la desviacion estandar para cada intervalo de tiempo. El
analisis estadistico se llevo a cabo con Ji cuadrada, comparando la varianza de cada

intervalo de tiempo contra el 15 % de la concentracién nominal.

7.2.3.8 Estabilidad en ciclo de congelacién y descongelacion

Se preparo por triplicado una solucion de glibenclamida a una concentracion de 7 pg/mL
en plasma. La estabilidad de la muestra se evalué al congelar la muestra por 24 h 'y

descongelar a temperatura ambiente, de tal manera que se cumplieran con tres ciclos
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de congelacidon-descongelacion. Inmediatamente después de la toma de muestra se

llevd a cabo el tratamiento de las muestras para su posterior inyeccion. (Ver anexo 1).

Con las respuestas obtenidas se calculd la concentracion de analito recuperada,
posteriormente se calculé la desviacién estandar para cada ciclo de congelacion-
descongelacion. El analisis estadistico se llevo a cabo con Ji cuadrada, comparando la

desviacion estandar de cada ciclo contra el 15 % de la concentracion nominal.
7.2.3.9 Estabilidad en automuestreador (carrete)

Después del tratamiento de tres muestras de glibenclamida en plasma a una
concentracién de 7 ug/mL, estas se colocaron en el carrete del equipo de cromatografia
y se inyectaron por intervalos de 30 min hasta completar 4 h de estudio de estabilidad.

(Ver anexo I).

Con las respuestas obtenidas se calculé la concentracion de analito recuperado,
posteriormente se calculé la desviacion estandar para cada intervalo de tiempo. El
analisis estadistico se llevé a cabo con Ji cuadrada, comparando la desviacion estandar

de cada intervalo de tiempo contra el 15 % de la concentracién nominal.
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8 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.
8.1 Desarrollo del método

Durante el desarrollo de un método por CLAR ademas de considerar las propiedades
fisicoquimicas del analito de interés, se deben de tomar en cuenta los objetivos a los
cuales se quiera llegar. Antes de desarrollar un método analitico es conveniente buscar
en la literatura un método que se pueda adaptar a las condiciones que se tienen, como
equipo, reactivos, instrumentos, etc., y a los objetivos que se quieren alcanzar, como
tiempos de retencion cortos, picos cromatograficos con buena resolucion, corridas
analiticas rapidas, entre otros. Para el desarrollo de este método se partiéo de un método
analitico previamente desarrollado y validado en una matriz farmaceéutica, sin embargo
algunas de las condiciones cromatograficas, asi como la preparacion de la muestra no
permitieron que el método se pudiera adecuar a una matriz bioldgica, en este caso
plasma, por lo que se tuvieron que variar y evaluar diferentes condiciones para saber

que el método cumplia con los objetivos propuestos para su posterior validacion.
Las condiciones cromatograficas con las que se partié para el desarrollo del método son:

o Columna: Columna C8, 150 x 4.6 mm de diametro, 5 um de tamano de particula

e Longitud de onda: 254 nm UV

e Velocidad de flujo: 2.0 mL/min

e Fase moévil: Acetonitrilo: Solucion amortiguadora de fosfatos pH 5.25, 0.05 M
(55:45)

Con la fase movil a pH 5.25 se obtuvo un tiempo de retencion de 2.5 min para la
glibenclamida y de 5 min para el estandar interno, en este caso felodipino, ambos a una
concentracion de 5 uyg/mL en metanol. Se utilizé un volumen de inyeccién de 50 pL y
una velocidad de flujo de 2 mL/min, sin embargo, el pico cromatografico presenté
cabeceo, ver figura 3.

35



|
Glibenclamida 5 pg/mb }

Intensided (Un)

| /]
'\ [

_ i
i frl /|
/
,/

Figura 3. Cromatograma de glibenclamida y felodipino, fase mévil: solucién amortiguadora de fosfatos pH 5.25, 0.05M:
ACN (45:55), velocidad de flujo: 2 mL/min, vol. de inyeccién: 50 pL.

En la cromatografia de liquidos los analitos se representan graficamente como una serie
de picos que se identifican por su anchura, altura o area asumiendo que se obtienen
picos simétricos en el cromatograma final, esto es que el pico tiene la forma de una
campana de Gauss. '® Sin embargo, cuando los picos presentan coleo o cabeceo, como
es en el caso de la figura 3, se deben de considerar varios factores que estén causando
la distorsién de los picos. Uno de los factores importantes a considerar es el tamafio de
la muestra que se esta inyectando, ya que cuando se inyectan volumenes pequefios
puede presentarse un cambio en la altura o area del pico cromatogréfico, pero no puede
haber cambios en el tiempo de retencion, el ancho o la resolucién del pico; por otro lado,
cuando se utilizan volumenes de inyeccién mayores puede haber una sobrecarga en la
columna ocasionando un aumento en el ancho del pico y disminucion de la resolucion,
esto es asumiendo que el analito esta disuelto con fase mévil. '” Sin embargo, el analito
se disolvié con metanol lo cual hace que se considere un factor mas que es la polaridad.
En este caso se evaluaron tres disolventes en los cuales la muestra fuera mas soluble,
etanol, metanol y acetonitrilo, siendo el metanol el disolvente mas adecuado, sin
embargo, al usar un disolvente diferente al que se utiliza en la fase mévil se origind un

cambio en la polaridad de la muestra que se vio reflejado en la definicion de los picos.

36



|
Por lo tanto, se disminuy6 el volumen de inyeccién a 25 L y de esta manera se evitaron

cabeceos o distorsiones en los picos cromatograficos, véase figura 4.

Un factor importante a considerar durante el desarrollo de un método analitico es que
presente tiempos de retencion cortos, sin embargo, el tiempo de retencién de un
compuesto depende en su totalidad del comportamiento del analito con la fase
estacionaria y la fase movil, por lo que el pH de la fase mévil influye en la retencion del
compuesto. '® 26 Considerando que el pKa de la glibenclamida es de 5.3, cuando la
molécula se somete a una soluciéon amortiguadora con un pH cercano, como es el caso
de un pH 5.25, esta presenta un proceso de disociacion que afecta directamente al
tiempo de retencion. Al disminuir el pH de la fase movil también se disminuye el grado
de disociacion de un compuesto, siempre y cuando se seleccione un pH de al menos
dos unidades por debajo del pKa, por ejemplo, el porcentaje que se disocia de
glibenclamida a un pH de 3.5 es de 1.5%, mientras que a un pH de 5.25 el porcentaje

disociado es de 47%. %6

Ya que los compuestos polares o hidrofilicos tienen una mayor afinidad por la fase movil
eluyen primero y por lo tanto el tiempo de retencién es corto; cuando un compuesto se
disocia se forman moléculas cargadas y a su vez mas polares, causando que la
interaccion con la fase estacionaria (no polar) sea menor y asi se favorezca la
interaccion con la fase mévil permitiendo que el tiempo de retencion se acorte. '® Sin
embargo, al tener un compuesto disociado, a pesar de su caracter polar, las
interacciones con ambas fases ya no corresponden a las propiedades fisicoquimicas de
la molécula como tal (polaridad), por lo tanto, se decidié disminuir el pH de la solucién
amortiguadora de fosfatos a pH 3.5 para tener al compuesto en su forma no disociada
en el mayor porcentaje posible sin afectar la integridad quimica de la columna, de esta
manera se obtuvo un tiempo de retencién de 3 min para la glibenclamida, ya que es un
compuesto hidrofébico el tiempo de retenciéon es mayor, mientras que para el felodipino
el tiempo de retencion fue de 5 min, ambos a una concentracién de 5 ug/mL en metanol,

véase figura 4.
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Figura 4. Cromatograma de glibenclamida y felodipino, fase movil: soluciéon amortiguadora de fosfatos pH
3.5, 0.05M: ACN (45:55), velocidad de flujo: 2 mL/min, vol. de inyeccién: 25 pL.

Un tercer factor que se consideré fue la velocidad de flujo para poder reducir el tiempo
de corrida analitica, ya que a una mayor velocidad de flujo el tiempo de retencion se

reduce. Se probaron velocidades de flujo de 2.0, 2.2 y 2.5 mL/min, se muestran a

continuacion en la tabla 1.

Velocidad de flujo tr tr estandar
(mL/min) glibenclamida interno
2.0 3.1 5.14
2.2 2.7 4.48
2.5 2.8 4.68

Tabla 1. Resultados de tr vs velocidad de flujo

Se observa en la figura 4 y tabla 1, que a una velocidad de flujo de 2.0 mL/min el tiempo
de retencion de la glibenclamida es de 3.10 minutos y del estandar interno de 5.14
minutos, entre las velocidades de 2.2 y 2.5 mL/min no hubo gran diferencia, siendo el
tiempo de retencion de la glibenclamida de 2.7 y de 2.8 minutos respectivamente, sin
embargo, el tiempo de retencion del estandar interno (pKa: 5.39) presenta una mayor
diferencia a diferentes velocidades de flujo, ya que a 2.2 mL/min el tiempo de retencién

es de 4.48 y a 2.5 mL/min es de 4.68 minutos, ver figura 5. Para la seleccién de la
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velocidad de flujo, ademas de considerar factores como el acortamiento de la corrida
analitica, asi como la resolucion de los picos cromatograficos, también se considero6 el
desgaste del equipo, ya que a una mayor velocidad de flujo la presion del sistema

aumenta causando el desgaste del equipo y de la columna de una manera mas rapida.
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Figura 5. Cromatograma de glibenclamida y felodipino, fase mévil: solucion amortiguadora de fosfatos pH
3.5, 0.05M: ACN (45:55), velocidad de flujo: 2.5mL/min, vol. de inyeccion: 25 pL.

Después de variar y evaluar las condiciones anteriores se selecciond una fase moévil de
solucion amortiguadora de fosfatos a pH 3.5, 0.05 M: ACN en una proporcion de 45:55,
velocidad de flujo de 2.2 mL/min, ya que de esta manera la corrida analitica se disminuye
a 5 min sin poner en riesgo al equipo, y con un volumen de inyeccién de 25 uL, que
ademas de favorecer la forma de los picos cromatograficos, también favorece que el
volumen de muestra sea menor cuando el método se aplique a ratones. Después de

seleccionar las condiciones, este se aplicé a plasma, ver figura 6.
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Figura 6. Cromatograma de glibenclamida y felodipino, fase movil: solucion amortiguadora de fosfatos pH
3.5, 0.05M: ACN (45:55), velocidad de flujo: 2.2 mL/min, vol. de inyeccion: 25 L.

El tratamiento de la muestra de plasma se llevo a cabo utilizando dos proporciones de
plasma con solucion de acido acético en metanol, la primera proporcion probada fue
1:1. Posterior a la centrifugacion, las muestras se colocaron en viales para inyectarlas
al cromatografo y en un periodo menor a los 10 min se presenté turbidez en las
muestras, mientras que con una proporcion 1:2 las muestras no presentaron turbidez,
permitiendo la inyeccion de las muestras. La técnica de precipitacion de proteinas
consiste basicamente en la desnaturalizacion de estas y con la centrifugacion formar el
precipitado para poder obtener el sobrenadante sin proteinas, sin embargo, la
proporcion 1:1 no permitid que la mayoria de las proteinas se desnaturalizaran
ocasionando que estas se resuspendieran después de haberse sometido a
centrifugacion, pudiendo ocasionar dafos irreversibles en la columna cromatogréfica,
por esta razén se aumentd la proporcion de acido acético en metanol al 1% para
desnaturalizar la mayor cantidad de proteinas que estén presentes en la muestra y asi

evitar dafio al equipo.
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Con base a lo expuesto anteriormente, las condiciones cromatograficas seleccionadas
fueron:

e Fase movil: Solucion amortiguadora fosfatos pH 3.3, 0.05 M: ACN (55:45)
e Detector: UV, 254 nm

e Columna: C8, 5 um, 150 x 4.6 mm,

e Volumen de inyeccion: 25 pL

e Velocidad de flujo: 2.2 mL/min
8.2 Validacion de sistema
8.2.1 Linealidad del sistema

Con las areas bajo la curva de glibenclamida y de estandar interno se calculd la
respuesta para cada nivel de concentracion y repeticion. Se calculd la regresion lineal
por el método de minimos cuadrados y se obtuvieron los coeficientes de regresion,
pendiente (m) y ordenada al origen (b), asi como el coeficiente de determinacion (r?),

los resultados se muestran en la tabla 2.

Especificacion Resultado
m#0 m=0.0609
b=0 b=-0.0020

r’20.98 r’=0.9995

Tabla 2. Coeficientes de regresion y coeficiente de determinacion

Una vez que se han obtenido los coeficientes de regresidon para construir la ecuacion de
la recta, era necesario evaluarlos para determinar si describe adecuadamente la
relacion entre las dos variables, concentracion vs respuesta. % Para comprobar la
linealidad del sistema se debe de demostrar estadisticamente que la pendiente es
diferente de cero y que la ordenada al origen es igual a cero. 3 Para comprobar que los
resultados obtenidos cumplen con la especificacion se realizé un analisis estadistico
utilizando la prueba t de Student con un nivel de significancia de a=0.05, y de esta
manera asegurar con un 95% de confianza que no hay diferencia significativa entre el
valor obtenido y el valor de referencia, por lo tanto, existe una relacién lineal entre las

concentraciones y respuestas obtenidas, % Ver tabla 3.
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Prueba t de Student para “m y b”

Parametro m=0 b=0
t calc 160.4099 -0.9370
t tablas 2.145 2.145
Criterio t caic <t tablas
Decision m#0 b=0

Tabla 3. Resultados de prueba con t de Student

Para la comprobacion de los coeficientes de regresion se hizo un analisis estadistico en
el cual se plantearon dos hipétesis para cada coeficiente de regresion. En el caso de la
pendiente se plante6 una hipdétesis nula (Ho) en donde m=0 y una hipétesis alterna (Ha)
en la cual m#0, después de calcular el estadistico de prueba (t de Student), ver anexo
Il, se decidi6 si se rechazaba o no la hipétesis nula ya que es la hipoétesis que se
comprueba, en este caso la Ho se rechazé ya que el valor de t calculada es mayor al
valor de t de tablas, ver tabla 3, por lo tanto, se acept6 la Hay se concluye que la

pendiente de la recta es diferente de cero. 3¢

Para la ordenada al origen el tratamiento de los datos fue el mismo, la Ho es que b=0y
la Ha es que b#0, se calcul6 el estadistico de prueba y a diferencia de la pendiente, la t
calculada fue menor a la t de tablas (tabla 3), por lo tanto, la Ho se acepta y se concluye

que la ordenada al origen es igual a cero.

Oftro parametro importante para comprobar que el sistema cumplia con linealidad era el
coeficiente de determinacién (r?) el cual debia de ser mayor a 0.98 3* Dicho parametro
evalla la eficiencia de la ecuacion comparando la dispersion de los datos con respecto
a la recta de regresion, esto significa, que tanto se ajustan los datos de respuesta que
se obtienen al modelo de regresién lineal. % Para comprobar que el coeficiente de

determinacion era mayor a 0.98 se utilizé el estadigrafo F de Fisher. Véase tabla 4.
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Prueba F de Fisher para la correlacion lineal

Parametro r’20.98
F calc 25731.33
F tablas 4.6672
Criterio F caic>F tablas
Decision Existe correlacion lineal

Tabla 4. Resultados de prueba con F de Fisher

La comprobacién del coeficiente de determinacion se realizé mediante un analisis de
varianza (ANADEVA), ver anexo Il. Se calcularon los valores de F calculada y F de
tablas, en este caso, si la F calculada para la regresion es mayor a la F de tablas, existe
una relacion lineal significativa entre la concentracion y la respuesta, de acuerdo a los

resultados mostrados en la tabla 4, hay linealidad en el sistema. **

Con los datos anteriores se determiné la ecuacion de la recta y se construyé un grafico

con las respuestas que se obtuvieron en cada repeticion, ver grafica 1.

La linealidad del sistema indica que la respuesta obtenida por parte del equipo es
proporcional a la concentracion del analito en un determinado intervalo de
concentraciones. ¥ Para evaluar la linealidad se empleé un modelo matematico que
determinara que hay una relacién entre la respuesta y la concentracion del analito, dicho
modelo matematico es la regresion, que consiste en calcular tres parametros
importantes (m, b y r?), que a su vez son evaluados con pruebas estadisticas. En este
caso, m y b se evaluaron con la prueba estadistica t de Student en el que se hizo una
comparacion del valor obtenido con respecto al valor de referencia, para la linealidad
del sistema se obtuvo que tanto m y b cumplen con dicha especificacion, por lo que se
asegura con un 95 % de confianza que existe una relacién lineal directa entre la
concentracion del analito y la respuesta obtenida, por lo tanto, la respuesta del analito

aumenta a medida que la concentracion aumenta.3®

Otro parametro importante es r? el cual debia ser mayor a 0.98. Mientras mayor sea el
valor de r? hay una mayor probabilidad de que la variacién entre los datos de respuesta
pueda ser explicada por el modelo de regresion lineal y que ademas, se encuentren
dentro de la recta de regresion. *¢ Este parametro a diferencia de los otros dos se evallo

con ANADEVA, el cual corrobora que la variacién del conjunto de datos es debida al
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modelo y no al azar con un 95% de confianza, lo que permite establecer
estadisticamente que el resultado de la muestra estudiada es representativa de la
poblacion y que por lo tanto, el sistema es lineal en el intervalo de concentraciones

estudiado. 3

Linealidad de sistema
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0.3 A B

Respuesta

0.2 A

0.1 -
a y =0.0609x+ —0.0020

OO T T T T
0 2 4 6 8 10

Concentraciéon ng/mL

Griéfica 1. Linealidad de sistema

8.2.2 Precisién de sistema

Se calcul6 la respuesta de seis determinaciones correspondientes al 100 % de la
concentracion, en este caso 7 yg/mL, con las area bajo la curva de glibenclamida y
estandar interno, se calculé la respuesta, posteriormente el promedio, desviacion

estandar y coeficiente de variacion, tabla 5.

Especificaciéon Resultado

CV<3% CV=1.8904

Tabla 5. Variacion en precision de sistema
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La precision de sistema indica el grado de concordancia que existe entre las respuestas
obtenidas bajo ciertas condiciones de analisis establecidas y a partir de diferentes
muestras a una misma concentracion, y se reporta como coeficiente de variacion (CV).
34,37 Sin embargo, para comprobar que el CV cumple con la especificacion se hace una
prueba estadistica con Ji cuadrada (X?), la cual es una medida del grado de
concordancia que hay entre el valor obtenido y el valor esperado en una determinacion
dada sin importar el nimero de determinaciones que se hagan, * Los resultados se

muestran en la tabla 6.

Prueba de Ji cuadrada

Parametro CV<3%
chalc 4467
thablas 1 1 070
Criterio chalc<x2tablas

e Existe
Decision L
precision

Tabla 6. Resultado de prueba con Ji cuadrada

El analisis estadistico para la comprobacion de precisién de sistema se llevd a cabo
estableciendo dos hipoétesis, la Ho en la cual el CV<3% y la Ha en la que el CV>3%. Se
calculd la prueba estadistica X? con un nivel de significancia de 0=0.05, ver anexo Il. El
criterio de aceptacion en este caso es que X? calculada debe ser menor a X? de tablas,
de acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 6, se acepta la Ho, y de acuerdo a
esto se concluye que existe precision en el sistema con un 95 % de confianza %, esto
significa que la variacion que se presenta entre las muestras analizadas es
representativa del total de las muestras, por lo que si se obtienen muestras aleatorias a

una misma concentracion, las respuestas obtenidas seran cercanas entre si.
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8.3 Validacion de método

8.3.1 Selectividad

El objetivo de este parametro es asegurar que no hay sefiales que interfieran con la
sefal del analito de interés y del estandar interno, es decir, que la respuesta analitica
por parte del analito y del estandar interno es inequivoca. Para evaluar este parametro

se probaron diferentes soluciones en plasma, de las cuales se obtuvo lo siguiente, ver
figura 7.
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Figura 7. Selectividad de método
La figura anterior demuestra que no hay picos que interfieran tanto con la sefial del
analito como con la del estandar interno, ademas, la separacién entre ellos nos ayuda
a obtener una mayor resolucién. En este caso para calcular la resolucion se obtuvo el
tiempo de retencion de ambos picos asi como el ancho de la base del pico. Para calcular
el ancho de la base del pico se utilizé una técnica en la que se trazan dos tangentes a
partir de la altura maxima del pico hasta intersectar con el eje del tiempo (X).

Posteriormente, se mide la distancia que hay entre las lineas y se calcula la resolucion.
17
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La resolucion que se obtuvo entre el pico cromatografico de la glibenclamida y del
estandar interno es de 9.07. De acuerdo a la teoria, un valor de resolucién mayor o igual
a 1.5 asegura que los componentes de la muestra estan bien separados y por lo tanto,

el area o altura del pico pueden ser cuantificados con precision. '8 33

Para demostrar la selectividad se pueden considerar dos criterios de aceptacion, el
primero es que no existen picos de interferencia con el pico cromatografico del analito,
y el segundo implica una resolucion minima de 1.5 entre el pico del analito de interés y
el pico adyacente.®* De acuerdo con los resultados obtenidos en este parametro, el
método cumple con especificidad, esto es que el método analitico es capaz de
diferenciar tanto al analito como al estandar interno de algun otro compuesto que se
pueda presentar en la muestra, sin embargo para corroborar de una manera mas
detallada este parametro se tienen que evaluar los metabolitos de la glibenclamida, asi
como sus posibles productos de degradacion, en este trabajo no se pudieron evaluar ya

qgue no se contaba con los metabolitos y/o productos de degradacion.

8.3.2 Limite de cuantificacion y deteccion

El objetivo de este proyecto es desarrollar un método que sea capaz de cuantificar un
farmaco de interés en una matriz biolégica y poder llevar a cabo estudios
farmacocinéticos en los cuales se esperan concentraciones relativamente bajas, por lo

tanto es importante determinar el limite de cuantificacion y de deteccion.

Se probaron cuatro concentraciones de las cuales se calculd el coeficiente de variacion,

los resultados se muestran en la tabla 7.

Concentracion cV
Mg/mL
0.5 7.6674
0.35 4.0690
0.25 5.6067
01 e

Tabla 7. Concentraciones evaluadas para establecer LC y LD,
Fameme se obtuvo sefal pero no se cuantifico.

De acuerdo con la tabla anterior, la concentracién para el limite de cuantificacion se
encuentra por debajo de la concentracion de especificacion, siendo de 0.25 ug/mL el

limite para cuantificar al analito en la matriz biolégica, mientras que el limite de deteccion
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es a una concentracién de 0.1 ug/mL. Esto significa que se pueden cuantificar

concentraciones menores a 0.25 ug/mL y mayores a 0.1 yg/mL. 3
8.3.3 Linealidad del método

La linealidad del método se evallo en el intervalo de concentraciones que se utilizaron
en linealidad de sistema, la diferencia en este caso es la prueba con una matriz bioldgica
y asi poder asegurar que independientemente de la matriz que se utilice, sea metanol o
una matriz bioloégica, plasma, las respuestas seran proporcionales a la concentracién

del analito.

Con las éareas bajo la curva de glibenclamida y de estandar interno se calculd la
respuesta para cada nivel de concentracion y repeticion. Se calculé la regresién lineal
por el método de minimos cuadrados y se obtuvieron los coeficientes de regresién (my

b), asi como el coeficiente de determinacion (r?), ver tabla 8.

Especificacion Resultado
m#0 m=0.0319
b=0 b=-0.0062

r’>0.98 r’=0.9903

Tabla 8. Coeficientes de regresion y coeficiente de determinacién

La linealidad del método se debe de demostrar comprobando que la pendiente de la
ecuaciéon de la curva de calibracion es estadisticamente diferente de cero, que la
ordenada al origen o intercepto es igual a cero y que el coeficiente de determinacion no
es diferente de 1. 3° Para la comprobacion se realizd un analisis estadistico utilizando t
de Student para la pendiente (m) y la ordenada al origen (b) con un nivel de significancia
de 0=0.05, de esta se asegura con un 95% de confianza que hay relacion lineal entre la
concentracion y la respuesta y por lo tanto no hay diferencia significativa entre el valor

obtenido y el valor de referencia, 3 Véase tabla 9.
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Prueba t de Student paramyb

Parametro m=0 b=0
t calc 36.4689 1.2235
t tablas 2.145 2.145
Criterio t calc<t tablas
Decision m#0 b=0

Tabla 9. Resultados de prueba con t de Student

La comprobacion de los coeficientes de regresion se llevd a cabo planteando dos
hipotesis, una hipétesis nula (Ho) y una hipétesis alterna (Ha) para cada coeficiente de
regresion. Para la comprobacion de la pendiente la Ho fue m=0 y la Ha. m#0, se calculé
el estadistico de prueba t de Student (ver anexo Il) y con base al criterio de aceptacion
se decidié qué hipotesis era la que se aceptaba. Para el estadigrafo t de Student, la t
calculada debe de ser menor a la t de tablas para poder aceptar la Ho, de lo contrario la
Ha se acepta. Las hipétesis planteadas para la ordenada al origen son, Ho: b=0, Ha: b#0

y se llevo a cabo el célculo del estadistico de prueba t de Student.

Con base a los resultados mostrados en la tabla 9, para la pendiente la hipdtesis nula
se rechazé concluyendo que esta es diferente de cero, mientras que la ordenada al
origen es igual de cero ya que la hipétesis nula se aceptd, esto con un 95 % de
confianza, lo que significa que la relacion entre las variables concentracion-respuesta
es lineal directa, de tal manera que a medida que aumenta la concentracién del analito
la respuesta también aumenta. Una vez comprobados los coeficientes de regresion se
puede obtener la ecuacién de la recta y asi poder predecir o estimar el valor de una de

las variables que corresponda al valor de otra variable. 3¢

Para la comprobacion del coeficiente de determinacién se construyé una tabla de
analisis de varianza (ANADEVA), ver anexo |l y se calculé el estadistico de prueba, en
este caso F de Fisher. El criterio de aceptacion es que la F calculada debe de ser mayor
a la F de tablas para asegurar que existe relacion lineal significativa entre la respuesta

y la concentracién del analito, por lo tanto hay linealidad en el método. **
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Prueba F de Fischer para la correlacion lineal

Parametro r’20.98
F calc 1329.98
F tablas 4.6672
Criterio F caic>F tablas
Decision Existe correlacion lineal

Tabla 10. Resultados de prueba con F de Fisher

De acuerdo a la tabla 10, el coeficiente de determinacion es mayor a 0.98 ya que se
cumple con el criterio de aceptacion. De esta manera, hay una mayor probabilidad de
que cualquier dato obtenido de manera aleatoria se ajuste al modelo matematico y se

encuentre dentro de la curva de calibracion obtenida.

Con los datos anteriores se determiné la ecuacion de la recta y se construyé un grafico

con las respuestas que se obtuvieron en cada repeticion, ver grafica 2.

Se observa en la grafica anterior que hay una mayor dispersion entre los datos, sin
embargo al ser un método bioanalitico se permite que haya una mayor variacién entre
ellos, esto no significa que el método sea incorrecto solo que el rango de variacion puede
ser mayor ya que al utilizar una matriz biolégica se pueden presentar cualquier tipo de
interferencia que afecte los resultados. Por lo tanto, es necesario que se lleve a cabo la
comprobacion de los datos con un analisis estadistico y de esta manera asegurar que
cualquier muestra obtenida de manera aleatoria y que se encuentre dentro del rango de
concentracion (1-9 pug/mL), obtendra una respuesta proporcional a la concentracion y
que ademas el valor obtenido estara dentro de la curva de calibracion. Con los
resultados anteriores se asegura con un 95% de confianza que cualquier dato dentro

del intervalo de concentraciones cumplira con linealidad. 3¢ 3940
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Grafica 2. Linealidad de método

8.3.4 Precisién

8.3.4.1 Repetibilidad

Se evaluaron muestras por quintuplicado, en un intervalo de concentracion de 5-9
ug/mL. Con las ABC de glibenclamida y estandar interno se calculé la respuesta y con
la ecuacién de la recta obtenida en linealidad de método se calculé el porcentaje de
recobro para cada determinacion. Posteriormente se calculé el promedio, desviacion

estandar y coeficiente de variacion, el cual se muestra en la tabla 11.

Especificacion Resultado

CV=15% CV=5.5460

Tabla 11. Variacion en precision de sistema
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La repetibilidad de método expresa la concordancia que hay entre los datos bajo las
mismas condiciones de operacion y se expresa en CV *. Como se muestra en la tabla
11, el coeficiente de variacion obtenido cumple con la especificacion siendo este menor
al 15 %, sin embargo, se debe de llevar a cabo el analisis estadistico de los datos para
asegurar que sin importar el numero de determinaciones que se hagan, siempre y
cuando se realicen bajo las mismas condiciones de analisis, los coeficientes de
variacién obtenidos a partir de diferentes determinaciones tendran un cierto grado de
concordancia. 3¢ En este caso, el estadistico de prueba que se utiliza es Ji cuadrada

(X?), los resultados obtenidos se muestran en la tabla 12.

Prueba de Ji cuadrada

Parametro CV=15%
XZealc 1.9138
X?ablas 23.6848
Criterio XZca1c<X?tablas
Decision Ex_is_tfe
repetibilidad

Tabla 12. Resultado de la prueba con Ji cuadrada

La comprobacion de repetibilidad se realizé con el estadistico de prueba X?con un nivel
de significancia de a=0.05. Se plantearon dos hipdtesis, la Ho en donde el CV<15% vy la
Ha en donde el CV>15%. Se calculo el estadistico de prueba, ver anexo Il, y se hizo el
contraste de los datos obtenidos. De acuerdo al criterio de aceptacion, X? calculada debe
de ser menor a X?de tablas para aceptar la Ho, de esta manera se concluye que el CV
es menor al 15% con un 95% de confianza, esto significa que si se obtienen muestras
aleatorias a una misma concentracion, las respuestas obtenidas seran cercanas entre

si.
8.3.4.2 Precision intermedia

Dos analistas evaluaron por triplicado muestras equivalentes al 100% de la
concentracion en dos dias diferentes, con las respuestas obtenidas se llevé acabo el
tratamiento de los datos el cual consistié en un analisis de varianza de dos factores, ver
anexo Il. De esta manera se determind que hay precision entre los analistas y los dias,
y que sin importar el dia de trabajo, asi como el analista, los resultados obtenidos

presentaran un grado de concordancia entre si, siempre y cuando se trabaje bajo las
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mismas condiciones de analisis. En el ANADEVA se considera la interaccion de
analista-dia, en este caso se presenta una interaccién entre ambos factores ya que no
cumple con el criterio de especificacion el cual es, que F calculada debe de estar dentro
del intervalo de F de tablas *.El nivel de significancia es de a= 0.05. Los resultados se

muestran a continuacién en la tabla 13.

Ij/l;ir:godne F caic F tablas Decision
Analista 0.37 EX'.S t.e’
precision
, 0.0010- Existe
Dia 4.28 7.5709 precision
Anal’lsta- 3111 No e.x[s,te
dia precision

Tabla 13. Tabla de ANADEVA
El objetivo del analisis de varianza es comparar las medias poblacionales de los factores
gue se estan evaluando y observar si existe interaccién entre estos dos, en este caso
entre analista y dia. De acuerdo con la tabla anterior existe precisidén entre los analistas
y entre los dias pero se presenta una interaccion entre los factores analista-dia, esto
significa que independientemente del analista, cualquier de ellos que lleve a cabo el
trabajo analitico y que tenga suficiente pericia analitica obtendra resultados similares

entre si 3.

La prueba estadistica con F de Fisher muestra que el método es estadisticamente
preciso bajo las fuentes de variacion dia y analista, ya que la variacion del conjunto de
datos es independiente de dichos factores y que puede verse afectada por la interaccion
entre ellos, evaluado con un nivel de significancia del 0.05. Esto quiere decir que el 95
% de las muestras analizadas por uno u otro analista en uno u otro dia, cumplen con

dicho parametro.

8.3.5 Exactitud

La exactitud se evalué usando los resultados obtenidos en linealidad de método, sin
embargo el tratamiento de los datos fue distinto. En este caso se calcul6 el porcentaje
de recobro de cada respuesta obtenida a partir de la ecuacién de la recta. Para evaluar
el parametro de exactitud sélo se calcul6 el promedio de los % de recobro obtenidos,

ver tabla 14.
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Especificacion Resultado

u=100% x=102.04

Tabla 14.Promedio de % de recobro para evaluar exactitud

La exactitud de un método se refiere a la diferencia que hay entre el promedio de un
conjunto de datos y un valor verdadero. En este caso el valor verdadero se refiere a la
concentracion de analito conocida que se agregé a la matriz bioldgica, esta
concentraciéon corresponde al 100%. Para evaluar si el promedio difiere
significativamente del valor verdadero se hace una comprobacion estadistica con t de
Student “° tabla 15.

Prueba t de Student

Parametro p=100%
t calc 06429
t tablas 2 1 448
Criterio tcarc<t
tablas
e Es
Decision
exacto

Tabla 15. Resultados de prueba con t de Student

Para hacer la comprobacion estadistica se plantearon dos hipétesis, la Ho: p=100% vy la
Ha: p#100%. Se calculd el estadistico de prueba t de Student con un nivel de
significancia a=0.05, ver anexo Il, y de acuerdo al criterio de aceptacion, la t calculada
debe de ser menor a la t de tablas para aceptar la Ho. De acuerdo a la tabla 15, la Ho se
acepta ya que la t calculada es menor a la t de tablas, de esta manera se concluye que
el método es exacto ya que no hay una diferencia significativa entre el valor promedio y
el valor verdadero o de referencia, por lo tanto, se asegura con un 95 % de confianza
que los datos obtenidos de manera aleatoria y bajo las mismas condiciones de analisis

presentaran concordancia con respecto a un valor esperado.% 40
8.3.6 Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente

Las muestras se prepararon a una concentracion equivalente al 100 % de la
concentracion, en este caso 7 ug/mL, se almacenaron a temperatura ambiente y se hizo

el muestreo cada determinado tiempo para su posterior inyeccion. Con el ABC de la
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glibenclamida y de estandar interno se calcul6 la respuesta, posteriormente se calculd
la cantidad de analito recuperado a partir de la ecuacion de la recta obtenida en
linealidad de sistema. Se calcul6 la desviacion estandar para cada intervalo de tiempo

y se hizo un analisis estadistico con Ji cuadrada. Los resultados se muestran en la tabla

16.
Tiempo Dee;[\éig g ;érn X2 calc Xiabias Criterio Decisién
0 min 0.11533 0.0241 Estable
30 min 0.28663 0.1490 Estable
1h 0.01834 0.0006 Estable
2h 0.20248 0.0744 5.9915 XZeaic<XPablas Estable
4h 0.09407 0.0161 Estable
6h 0.76941 1.0739 Estable
24h 0.57781 0.6057 Estable

Tabla 16.Analisis estadistico con Ji cuadrada para estabilidad T ambiente.

Para asegurar que la muestra es estable bajo ciertas condiciones de almacenamiento
se debe de comprobar que la concentracion promedio para cada intervalo de tiempo
esta dentro del 15 % de la concentracion nominal, en este caso 7 ug/mL. %2 Sin embargo,
para realizar el analisis estadistico no se puede comparar una media contra un
porcentaje, tampoco se puede hacer una comparacion de medias con t de Student ya
que esta prueba solo mostraria que se presenta una diferencia significativa entre el
promedio de las concentraciones y la concentracién nominal, sin demostrar que la
muestra cumple con la especificacion. ¢ Por lo tanto, se hace un analisis estadistico con
Ji cuadrada utilizando la desviacién estandar para cada intervalo de tiempo y
comparandola contra la concentraciéon que corresponde al 15 % de la concentracion

nominal.

De acuerdo con la especificacion, se calculd la concentracion que corresponde al 15 %
de 7 pg/mL, la cual es 1.05 pg/mL. Las hipétesis que se plantearon en este caso son:
Ho:0<15%, HaA:0>15%, sin embargo, el céalculo para el estadigrafo de prueba se hizo
comparando la desviacion estandar de cada intervalo de tiempo contra 1.05 pg/mL. (Ver
anexo Il). En este caso, para asegurar que la concentracion promedio de cada intervalo
de tiempo no cambia en mas del 15 % con respecto a la concentracion nominal, X?

calculada debe de ser menor a X2de tablas. Con base a los resultados mostrados en la
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tabla 16, se concluye que las muestras cumplen con la especificacion, con un 95 % de
confianza. Por lo tanto, las muestras son estables a temperatura ambiente en un

intervalo de 24 horas.
8.3.7 Estabilidad ciclo congelacion-descongelacién

Las muestras se prepararon a una concentracion de 7 ug/mL y se sometieron a ciclos
de congelacion y descongelacion. Se hicieron al menos 3 ciclos y se calculd la respuesta
con el ABC de la glibenclamida y el estandar interno, posteriormente se calculd la
cantidad de analito recuperado y con los datos obtenidos se calculd la desviacidon

estandar para cada ciclo de congelaciéon-descongelacion.

La comprobacién de los datos se llevé a cabo de la misma manera que en estabilidad a
temperatura ambiente ya que la especificacion es la misma. Los resultados se muestran

en la tabla 17.

Desviacion

Ciclo cstandar X2 cale X?tablas Criterio Decision

0 0.0989 0.0177 Estable

1 0.4631 0.3890 Estable

2 0.6697 0.8136 5.9915 XZcae<X?tablas Estable
No es

3 1.9979 7.2407 estable

Tabla 17. Analisis estadistico con Ji cuadrada para estabilidad congelaciéon-descongelacion.

Los resultados del analisis estadistico muestran con un 95 % de confianza que las
muestras son estables hasta el segundo ciclo de congelacion-descongelacion. En
particular, también se considero la estabilidad del estandar interno, ya que cuando se
evalué esta estabilidad, la solucién de estandar interno, preparada en acido acético con
metanol al 1%, se sometidé a refrigeracion sin considerar que la molécula de felodipino
es susceptible a sufrir hidrolisis acida *" 4%, de tal manera que el calculo de las
respuestas se vio afectado debido a la disminucion del ABC del felodipino. Sin embargo,
en la estabilidad se evalué a la muestra en general, resultando no ser estable en el
tercer ciclo, a pesar de lo anterior se recomienda que la solucién de estandar interno se

prepare cada dia de trabajo.
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8.3.8 Estabilidad en automuestreador

Se hizo el tratamiento de las muestras preparadas a una concentraciéon de 7 ug/mL y se
colocaron el en automuestreador, las muestras se inyectaron cada media hora durante
cuatro horas de analisis. Se calculé la respuesta y con los datos se obtuvo la
concentracién de analito recuperado. Se calculd la desviacion estandar para cada

intervalo de tiempo y se hizo el analisis estadistico con Ji cuadrada.

La comprobacion de los datos se llevé a cabo de la misma manera que en estabilidad a
temperatura ambiente ya que la especificacion es la misma. Los resultados se muestran

en la tabla 18.

Tiempo D:Si\gr?g;érn X2 calc X2 tablas Criterio Decision
Oh 0.4631 0.3890 Estable
30 min 0.4811 0.4199 Estable
1h 0.4597 0.3834 Estable
1.5h 0.4522 0.3710 Estable
2h 0.4487 03652 9915 %2 X2 Estable
25h 0.4601 0.3840 Estable
3h 0.4646 0.3916 Estable
3.5h 0.4487 0.3652 Estable
4 h 0.4692 0.3994 Estable

Tabla 18. Analisis estadistico con Ji cuadrada para estabilidad en automuestreador

Con los resultados anteriores se demuestra que la muestra se mantiene estable
después de llevarse a cabo el tratamiento de la misma por un tiempo de al menos 4 h,
ya que la concentracion promedio para cada intervalo de tiempo no varia en mas del 15
% de la concentracion nominal. Para comprobar los resultados obtenidos se realizé un
analisis estadistico con Ji cuadrada en el que se evalud la desviacion estandar para
cada intervalo de tiempo, obteniendo asi, con un 95 % de confianza que las muestras

son estables en el automuestreador.

Al evaluar la estabilidad de un analito se consideran diferentes tipos de estabilidades,
en este caso se probaron tres estabilidades que aseguraran que el analito se mantendra

estable en la matriz bioldgica durante el estudio farmacocinético. La estabilidad a
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temperatura ambiente se realizé para garantizar que la muestra de plasma que contiene
al analito se mantendra estable durante la toma y el manejo de muestra; por otro lado,
ya que la muestra se almacena en congelacion es importante evaluar su estabilidad lo
cual se hizo evaluando ciclos de congelacién y descongelacion y asi determinar que el
cambio de temperatura no afecta al analito dentro de la muestra. Una vez evaluadas las
condiciones anteriores, se consider6 que cuando se lleva a cabo un estudio
farmacocinético se pueden acumular muestras que tal vez después del tratamiento no
sean estables, por lo que se evallo su estabilidad en el automuestreador resultando que

las muestras se mantienen estables por un tiempo de 4 h. 3'-32

Los valores de tablas de t de Student, F de Fisher y Ji cuadrada, fueron tomados de la
referencia No. 43.
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9 CONCLUSIONES

Las condiciones cromatograficas seleccionadas durante el desarrollo del método,
asi como, el tratamiento de la muestras, fueron las adecuadas para llevar a cabo de
manera rapida el andlisis de glibenclamida en plasma de ratén por CLAR,

permitiendo que se llevara acabo la validaciéon del método.
Se logré desarrollar un método analitico lineal y preciso capaz de cuantificar

glibenclamida en plasma de ratén empleando una metodologia con estandar interno
de felodipino y utilizando CLAR-UV a 254 nm.
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10 ANEXO|
10.1 Preparacion de soluciones
10.1.1 Fase movil.

Preparar una fase movil de solucion amortiguadora de fosfatos pH 3.5, 0.05 M y
acetonitrilo grado cromatografico (GC) en una proporcion 45:55 respectivamente. Filtrar
a vacio a través de una membrana de nylon de poro de 0.45 um y desgasificar por 30

min.
10.1.1.1 Solucion amortiguadora de fosfatos pH 3.5, 0.05 M.

Medir en una probeta un volumen de 500 mL de agua desionizada. Pesar 3.25 g de
fosfato monobasico de potasio (KH2PO4) y disolver con un volumen de agua desionizada
medida anteriormente. Agregar 0.07 mL de acido fosforico (HsPQO4) a la solucién anterior
y medir el pH. Cuando el pH sea de 3.5, pesar 2 mg de octil sulfonato de sodio y agregar

a la solucion amortiguadora. Mantener con agitacion continua.

Nota: En caso de no obtener el pH indicado, usar una solucion de acido clorhidrico (HCI)

o de hidréxido de sodio (NaOH) 1 M para llegar al pH indicado.
10.1.2 Solucién de acido acético al 1% en metanol.

Colocar en una probeta de 50 mL un volumen cercano a los 30 mL de metanol grado
reactivo (GR). Con una pipeta graduada medir 0.5 mL de acido acético glacial y agregar

al metanol. Completar con metanol hasta llegar a un volumen de 50 mL. Agitar.
10.2 Método cromatografico

= Columna; Columna C8 de 150 x 4.6 mm de diametro, 5 um de tamafo de particula
= Longitud de onda: 254 nm UV

= Velocidad de flujo: 2.2 mL/min

= Volumen de inyeccion: 25 yL

= Fase movil: Solucién amortiguadora de fosfatos pH 3.5, 0.05 M:ACN (45:55)
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10.3 Validacién de sistema
10.3.1 Linealidad

Preparar 5 niveles de concentracion por triplicado a partir de una misma solucion patrén,
(tabla 19). Medir su concentracion bajo las condiciones de analisis antes mencionadas

en un mismo dia.

1. Preparar una solucién patrén de glibenclamida a una concentracion de 0.1 mg/mL.
Pesar 2.5 mg de glibenclamida y colocar en un matraz volumétrico de 25 mL.

Disolver con metanol GC y llevar al aforo.

2. Preparar una solucion de felodipino a una concentracién de 0.07 mg/mL. Pesar 1.
75 mg de felodipino y colocar en un matraz volumétrico de 25 mL. Disolver con

metanol GC y llevar al aforo.

3. Tomar con micropipeta alicuotas de 100, 300, 500, 700 y 900 uL de la solucion

patron de glibenclamida y colocar por separado en matraces volumétricos de 10 mL.

4. A cada matraz volumétrico agregar 1 mL de solucion de estandar de felodipino y

llevar al aforo con MeOH GC. Agitar.
5. Realizar por triplicado los ultimos dos puntos.

6. Usar como blanco metanol.

Solucién Solucién e
; . Aforo con Concentracion
patron de Alicuota de ;
. ; o MeOH final
glibenclamida felodipino
100 yL 1 mL 10 mL 1.0 yg/mL
300 pL 1 mL 10 mL 3.0 pg/mL
0.1 mg/mL 500 pL 1 mL 10 mL 5.0 pg/mL
700 pL 1 mL 10 mL 7.0 pg/mL
900 pL 1 mL 10 mL 9.0 pg/mL

Tabla 19. Linealidad de sistema

7. Inyectar las muestras con las condiciones cromatograficas mencionadas en el

numeral 10.2.
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10.

11.

12.

13.

Calcular la respuesta con el area bajo la curva (ABC) de los cromatégramas. Dividir

el ABC de glibenclamida entre el ABC del felodipino de cada muestra inyectada.

Calcular la pendiente (m), ordenada al origen (b) y coeficiente de determinacion (r?)

por regresioén lineal con las respuestas obtenidas.

Construir una curva de calibracién concentracion vs respuesta con cada una de las

respuestas obtenidas para cada nivel de concentracion.

Evaluar m#0 y b=0 con la prueba estadistica t de Student, con un nivel de

significancia de 0.05.

Evaluar r?20.98 con la prueba estadistica de F de Fisher, con un nivel de

significancia de 0.05.

Criterio de aceptacion:
e 120.98
e m#0
o b=0

10.3.2 Precision

Preparar por sextuplicado un solo nivel de concentracion correspondiente al 100% a

partir de una misma solucion patrén. Medir su concentracién bajo las condiciones de

analisis antes mencionadas en un mismo dia.

1.

Preparar una solucion patron de glibenclamida a una concentracién de 0.1 mg/mL.
Pesar 2.5 mg de glibenclamida y colocar en un matraz volumétrico de 25 mL.

Disolver con metanol GC y llevar al aforo.

Preparar una solucién de felodipino a una concentracion de 0.07 mg/mL. Pesar 1.
75 mg de felodipino y colocar en un matraz volumétrico de 25 mL. Disolver con

metanol GC y llevar al aforo.

Tomar con micropipeta 6 alicuotas de 700 pL de la solucion patrén de glibenclamida

y colocar por separado en matraces volumétricos de 10 mL.
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4. Agregar a cada matraz volumétrico 1 mL de solucion de felodipino y llevar al aforo
con MeOH GC. Agitar.

5. Usar como blanco metanol.

6. Inyectar las muestras con las condiciones de cromatograficas mencionadas en el
numeral 10.2.

7. Calcular la respuesta dividiendo el ABC de la glibenclamida entre el ABC del

felodipino.

8. Con los datos de respuesta, calcular promedio (X), desviacién estandar (o) y

coeficiente de variacion (CV).
9. Realizar un andlisis estadistico con una prueba de Ji cuadrada (X?).

10. Criterio de aceptacion:

e CV=3%
10.4 Validacién de método
10.4.1 Especificidad de método

Evaluar todas las posibles interferencias que se puedan presentar cuando se lleva a

cabo el analisis de las muestras.
1. Preparar las siguientes muestras en una proporcioén de 1:2 en tubo eppendorf.

Plasma + Solucion de estandar de felodipino (7 pg/mL)
Plasma + Solucion de glibenclamida (7 ug/mL)

Plasma + Soluciéon de acido acético en metanol al 1%

a o o

Plasma + Solucién estandar de felodipino (7 pg/mL) + Solucién. de

glibenclamida (7 pg/mL) + Solucion de &cido acético al 1% en metanol
2. Centrifugar las muestras a 5000 rpm durante 10 min.

3. Tomar el sobrenadante e inyectar en el cromatégrafo bajo las condiciones

cromatograficas mencionadas en el numeral 10.2.
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4. Criterio de aceptacion

o La resolucion entre el pico del analito de interés y el pico de cualquier otro
compuesto presente en la muestra, debe ser de minimo de 1.6. (Anexo Il)

10.4.2 Limite de cuantificacién (LC) y limite de deteccion (LD)

LC: Determinar con base al 5% de la concentracion maxima reportada para el analito

de interés, en este caso de 7 pg/mL.

LD: Concentracion mas baja de analito en la muestra que puede ser detectada, pero no

necesariamente cuantificada.

1. Preparar una solucién patrén de glibenclamida a una concentracion de 0.1 mg/mL.
Pesar 2.5 mg de glibenclamida y colocar en un matraz volumétrico de 25 mL, disolver

con metanol GC vy llevar al aforo.

2. Preparar una solucion de felodipino a una concentraciéon de 7 uyg/mL. Pesar 1.75 mg
de felodipino y colocar en un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y llevar al aforo
con metanol GC. Tomar con pipeta volumétrica 1 mL de la solucién anterior y colocar
en un matraz volumétrico de 25 mL. Aforar con solucién de AcOH/MeOH grado

reactivo (GR) al 1% y agitar.

3. Tomar con micropipeta alicuotas de 10, 25, 35 y 50 uL de la solucién patrén de
glibenclamida y colocar por separado en matraces volumétricos de 10 mL, ver tabla

20. Llevar al aforo con plasma y agitar en vortex durante 1 min.

Solucién Aforo o,
] , Concentracion
patron de Alicuota con final
glibenclamida plasma
50 uL 10 mL 0.5 pg/mL
35 uL 10 mL 0.35 pg/mL
0.1 mg/mL g HO
25 uL 10 mL 0.25 pg/mL
10 uL 10 mL 0.10 pg/mL

Tabla 20. Limite de cuantificaciéon y de deteccién de método

4. Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de solucién de felodipino a 7 yg/mL y 0.5 mL de

cada solucion de glibenclamida.
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5. Preparar un blanco de la siguiente manera: Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de
solucion de AcOH/MeOH al 1% y 0.5 mL de plasma.

6. Centrifugar las muestras durante 10 min a una velocidad de 5000 rpm.

7. Tomar el sobrenadante y colocar en viales. Inyectar las muestras con las condiciones

cromatograficas mencionadas en el numeral 10.2.

8. Calcular la respuesta dividiendo el ABC de la glibenclamida entre el ABC del

felodipino.
9. Calcular el promedio de la respuesta, desviacién estandar y coeficiente de variacion.

10. Criterio de aceptacion:

e LC: Larespuesta del analito en el limite de cuantificacién debe ser al menos
5 veces la respuesta comparada con el blanco.
o LD: La sefial proporcionada por glibenclamida puede distinguirse cerca de la

linea base del cromatograma.
10.4.3 Linealidad

Preparar 5 niveles de concentracién por triplicado a partir de una misma solucién patroén,
(tabla 21). Medir su concentracion bajo las mismas condiciones de analisis antes

mencionadas en un mismo dia.

1. Preparar una solucion patrén de glibenclamida a una concentracion de 0.1 mg/mL.
Pesar 2.5 mg de glibenclamida y colocar en un matraz aforado de 25 mL, disolver

con metanol GC vy llevar al aforo.

2. Preparar una solucién de estandar de felodipino a una concentracion de 7 ug/mL.
Pesar 1.75 mg de felodipino y colocar en un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y
llevar al aforo con metanol GC. Tomar 1 mL de la solucién anterior y colocar en un

matraz aforado de 25 mL y llevar al aforo con solucion de AcOH/MeOH GR al 1%.

3. Tomar con micropipeta alicuotas de 100, 300, 500, 700. y 900 yL de la solucién de
glibenclamida y colocar por separado en matraces volumétricos de 10 mL. Llevar al

aforo con plasma y agitar en vortex durante 1 min. Realizar por triplicado.
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10.

11.

12.

Solucién , Aforo

; Alicu Concentra

patron de ota con cioN
glibenclamida plasma

LOLO 10 mL 1.0 pg/mL

3p°|_° 10 mL 3.0 ug/mL

0.1 mg/mL 5“08 10 mL 5.0 ug/mL

7p°L° 10 mL 7.0 ug/mL

9u0LO 10 mL 9.0 pg/mL

Tabla 21. Linealidad de método

Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de la solucién de felodipino a 7 yg/mL y 0.5 mL

de cada solucion de glibenclamida.

Preparar un blanco de la siguiente manera: Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de
solucion de AcOH/MeOH al 1% y 0.5 mL de plasma.

Centrifugar las muestras durante 10 min a una velocidad de 5000 rpm.

Tomar el sobrenadante y colocar en viales. Inyectar las muestras con las

condiciones cromatograficas mencionadas en el numeral 10.2.

Calcular la respuesta dividiendo el ABC de la glibenclamida entre el ABC del

felodipino.

Calcular la pendiente (m), ordenada al origen (b) y coeficiente de determinacion (r?)

por regresion lineal con las respuestas obtenidas.

Construir una curva de calibracion concentracion vs respuesta con las respuestas

obtenidas para cada nivel de concentracion y determinar la ecuacién de la recta.

Evaluar m#0 y b=0 con la prueba estadistica t de Student, con un nivel de

significancia de 0.05.

Evaluar r?20.98 con la prueba estadistica F de Fisher, con un nivel de significancia
de 0.05.
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13. Criterio de aceptacion:

e >0.98
e m#0
e b=0

10.4.4 Precision

10.4.4.1 Repetibilidad

Preparar 3 niveles de concentracion por quintuplicado a partir de una misma solucién

patrén (tabla 22). Medir su concentracion bajo las mismas condiciones de analisis antes

mencionadas en un mismo dia.

1. Preparar una solucion patrén de glibenclamida a una concentracion de 0.1 mg/mL.

Pesar 2.5 mg de glibenclamida y colocar en un matraz aforado de 25 mL, disolver

con metanol GC y llevar al aforo.

2. Preparar una solucién de estandar de felodipino a una concentracion de 7 ug/mL.

Pesar 1.75 mg de felodipino y colocar en un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y

llevar al aforo con metanol GC. Tomar 1 mL de la solucién anterior y colocar en un

matraz aforado de 25 mL vy llevar al aforo con solucién de AcOH/MeOH GR al 1%.

3. Tomar con micropipeta alicuotas de 500, 700. y 900 pL de la solucion de

glibenclamida y colocar por separado en matraces volumétricos de 10 mL. Llevar al

aforo con plasma y agitar en vortex durante 1 min. Realizar por triplicado.

Solucién . Aforo
S Alicu Concentra
patron de ota con cion
glibenclamida plasma
500 10 mL 5.0 ug/mL
ML '
0.1 mg/mL 7“08 10 mL 7.0 ug/mL
900
ul 10 mL 9.0 pg/mL

Tabla 22. Repetibilidad de método

4. Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de la solucion de felodipino a 7 yg/mL y 0.5 mL

de cada solucién de glibenclamida.
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10.

11.

12.

Preparar un blanco de la siguiente manera: Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de
solucion de AcOH/MeOH al 1% y 0.5 mL de plasma.

Centrifugar las muestras durante 10 min a una velocidad de 5000 rpm.

Tomar el sobrenadante y colocar en viales. Inyectar las muestras con las

condiciones cromatograficas mencionadas en el numeral 10.2.

Calcular la respuesta dividiendo el ABC de la glibenclamida entre el ABC del

felodipino.

Calcular el porcentaje de recobro para cada respuesta con la ecuacion de la recta

obtenida en linealidad de método.

Calcular el promedio de los % de recobro, desviacidn estandar y coeficiente de

variacion.
Realizar un analisis estadistico con una prueba de Ji cuadrada (X?).

Criterio de aceptacion:

e CV=15%

10.4.4.2 Precisiéon intermedia

Dos analistas deben preparar muestras por triplicado muestras correspondientes al 100

% de la concentracion para cada dia de trabajo. Dos dias como minimo.

1.

Preparar una solucion patrén de glibenclamida a una concentracion de 0.1 mg/mL.
Pesar 2.5 mg de glibenclamida y colocar en un matraz aforado de 25 mL, disolver

con metanol GC vy llevar al aforo.

Preparar una solucion de estandar de felodipino a una concentraciéon de 7 pg/mL.
Pesar 1.75 mg de felodipino y colocar en un matraz volumétrico de 10 mL, disolver
y llevar al aforo con metanol GC. Tomar 1 mL de la solucién anterior y colocar en un

matraz aforado de 25 mL y llevar al aforo con solucion de AcOH/MeOH GR al 1%.
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3. Tomar con micropipeta tres alicuotas de 700 uL de la solucién de glibenclamida y
colocar por separado en matraces volumétricos de 10 mL. Llevar al aforo con plasma

y agitar durante 1 min en vortex.

4. Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de la solucién de felodipino a 7 ug/mL y 0.5 mL

de cada solucion de glibenclamida.

5. Preparar un blanco de la siguiente manera: En un tubo eppendorf colocar 1 mL de
solucion de AcOH/MeOH al 1% y 0.5 mL de plasma.

6. Centrifugar las muestras por 10 min a una velocidad de 5000 rpm.

7. Tomar el sobrenadante y colocar en viales. Inyectar las muestras con las condiciones

cromatograficas mencionadas en el numeral 10.2.

8. Repetir el procedimiento en un dia diferente con los mismos analistas.

9. Calcular las respuestas dividiendo el ABC de la glibenclamida entre el ABC del

felodipino.
Analista
1 2 ZDias
> a1D1:
1 > A2p1:
, ZA1 D2:
Dia > A2D3:
2
ZAnaIistas ZA+D

Tabla 23. Precisioén intermedia

10. Calcular las sumatorias (X7, ) AiD1, A2D1, A1D2, A2D2, la sumatoria de cada

analista y la de cada dia, y la sumatoria de todas las respuestas obtenidas.

11. Elaborar una tabla de ANDEVA y hacer el analisis estadistico con la prueba F de

Fisher con un nivel de significancia de 0.05. (Anexo II).
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12. Criterio de aceptacion

e F calculada (analista) < F tablas; hay precisién entre analistas
e F calculada (dia) < F tablas; hay precision entre dias

e F calculada (dia-analista) < F tablas; no existe interaccion entre analista-dia

10.4.5 Exactitud

Usar los datos de linealidad de método.

Calcular la respuesta dividiendo el ABC de la glibenclamida entre el ABC del

felodipino.

Calcular el porcentaje de recobro para cada respuesta con la ecuacion de la recta

obtenida en linealidad de método.

Calcular el promedio de los % de recobro obtenidos.

Hacer un analisis estadistico con una prueba de t de Student y un nivel de

significancia de 0.05.

Criterio de aceptacion.

e CV=15%

10.4.6 Estabilidad de la muestra

Preparar por triplicado muestras equivalentes al 100 % de la concentracién a partir de

una misma solucién patrén. Medir su concentracién inmediatamente después de su

preparacion y después de someter las muestras a las condiciones de ensayo.

1.

Monitorear la temperatura del laboratorio cada 30 min, desde el inicio del estudio de

estabilidad hasta que termine.

Preparar una solucion patron de glibenclamida a una concentracién de 0.1 mg/mL.
Pesar 2.5 mg de glibenclamida y colocar en un matraz aforado de 25 mL, disolver

con metanol GC vy llevar al aforo.

Preparar una solucion de estandar de felodipino a una concentracion de 7 pg/mL.

Pesar 1.75 mg de felodipino y colocar en un matraz volumétrico de 10 mL, disolver
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10.

11.

12.

13.

14.

y llevar al aforo con metanol GC. Tomar 1 mL de la solucion anterior y colocar en un

matraz aforado de 25 mL vy llevar al aforo con solucion de AcOH/MeOH GR al 1%.

Tomar con micropipeta tres alicuotas de 700 pL de la solucion de glibenclamida y
colocar en diferentes matraces volumétricos de 10 mL. Aforar con plasma y agitar

durante 1 min en vortex.

Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de la solucion de felodipino a 7 ug/mL y 0.5 mL

de cada solucion de glibenclamida.

Preparar un blanco de la siguiente manera: Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de
solucion de AcOH/MeOH al 1% y 0.5 mL de plasma.

Centrifugar las muestras durante 10 min a una velocidad de 5000 rpm.

Tomar el sobrenadante y colocar en viales. Inyectar las muestras con las

condiciones cromatograficas mencionadas en el numeral 10.2.
Almacenar las soluciones de glibenclamida y felodipino a temperatura ambiente.

Tomar muestra en los siguientes intervalos de tiempo: 30 min, 1, 2, 4, 6 y 24 h.

Repetir a partir del paso #5 y usar el blanco previamente preparado.

Calcular la respuesta dividiendo el ABC de la glibenclamida entre el ABC del
felodipino. Con las respuesta estimar el valor de la concentracion de analito

recuperado a partir de la ecuacion de la recta de linealidad de sistema.

Calcular la desviacion estandar de las concentraciones de analito recuperado para

cada intervalo de tiempo.

Comparar la desviacion estandar contra el 15 % de la concentracion nominal. Usar

Ji cuadrada para hacer el anélisis estadistico con un nivel de significancia de 0.05.

Criterio de aceptacion:

e La concentracion promedio de cada intervalo de tiempo debe de estar dentro
del 15 % de la concentracion nominal.
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10.4.7 Estabilidad ciclos de congelacién-descongelacién

Preparar por triplicado muestras equivalentes al 100 % de la concentracion a partir de
una misma solucion patron. Medir su concentracion inmediatamente después de su

preparacion, y después de someter las muestras a las condiciones de ensayo.

1. Monitorear la temperatura del laboratorio, asi como la del congelador donde se van

almacenar las muestras.

2. Preparar una solucion patron de glibenclamida a una concentracion de 0.1 mg/mL.
Pesar 2.5 mg de glibenclamida y colocar en un matraz aforado de 25 mL, disolver

con metanol GC vy llevar al aforo.

3. Preparar una solucion de estandar de felodipino a una concentracién de 7 yg/mL.
Pesar 1.75 mg de felodipino y colocar en un matraz volumétrico de 10 mL, disolver
y llevar al aforo con metanol GC. Tomar 1 mL de la solucién anterior y colocar en un

matraz aforado de 25 mL y llevar al aforo con solucién de AcOH/MeOH GR al 1%.

4. Tomar con micropipeta tres alicuotas de 700 uL de la solucién de glibenclamida y
colocar en diferentes matraces volumétricos de 10 mL. Aforar con plasma y agitar

durante 1 min en vortex.

5. Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de la solucion de felodipino a 7 ug/mL y 0.5 mL

de cada solucion de glibenclamida.

6. Preparar un blanco de la siguiente manera: Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de
solucion de AcOH/MeOH al 1% y 0.5 mL de plasma.

7. Centrifugar las muestras durante 10 min a una velocidad de 5000 rpm.

8. Tomar el sobrenadante y colocar en viales. Inyectar las muestras con las

condiciones cromatograficas mencionadas en el numeral 10.2.

9. Congelar las soluciones de glibenclamida por 24 h y descongelar a temperatura

ambiente, y almacenar la muestra blanco en refrigeracion.
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10.

11.

15.

12.

13.

Tomar muestra después de descongelar la muestra y repetir a partir del paso #5.
Utilizar el blanco previamente preparado. La solucion de felodipino se prepara cada

dia de analisis.

Volver a almacenar las muestras en el congelador por 24 h y repetir el tratamiento

de la muestra. Repetir hasta cumplir con los 3 ciclos de congelacién-descongelacion.

Calcular la respuesta dividiendo el ABC de la glibenclamida entre el ABC del
felodipino. Con las respuesta estimar el valor de la concentracion de analito

recuperado a partir de la ecuacion de la recta de linealidad de sistema.

Calcular la desviacion estandar de la concentracion de analito recuperado para cada

ciclo de congelacion-descongelacion.

Comparar la desviacion estandar contra el 15 % de la concentracion nominal. Usar

Ji cuadrada para hacer el analisis estadistico con un nivel de significancia de 0.05.

Criterio de aceptacion

e La concentracién promedio de cada ciclo congelacion-descongelacién debe
de estar dentro del 15 % de la concentracion nominal.

10.4.8 Estabilidad en automuestreador

Preparar por triplicado muestras equivalentes al 100 % de la concentracién a partir de

una misma solucién patrén. Medir su concentracién inmediatamente después de su

preparacion, y después de someter las muestras a las condiciones de ensayo.

1.

Preparar una solucion patrén de glibenclamida a una concentracion de 0.1 mg/mL.
Pesar 2.5 mg de glibenclamida y colocar en un matraz aforado de 25 mL, disolver

con metanol GC vy llevar al aforo.

Preparar una solucion de estandar de felodipino a una concentracion de 7 pg/mL.
Pesar 1.75 mg de felodipino y colocar en un matraz volumétrico de 10 mL, disolver
y llevar al aforo con metanol GC. Tomar 1 mL de la solucién anterior y colocar en un

matraz aforado de 25 mL y llevar al aforo con solucion de AcOH/MeOH GR al 1%.
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16.

10.

11.

12.

Tomar con micropipeta tres alicuotas de 700 pL de la solucion de glibenclamida y
colocar en diferentes matraces volumétricos de 10 mL. Aforar con plasma y agitar

durante 1 min en vortex.

Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de la solucion de felodipino a 7 ug/mL y 0.5 mL

de cada solucion de glibenclamida.

Preparar un blanco de la siguiente manera: Colocar en un tubo eppendorf 1 mL de
solucion de AcOH/MeOH al 1% y 0.5 mL de plasma.

Centrifugar las muestras durante 10 min a una velocidad de 5000 rpm.

Tomar el sobrenadante y colocar en viales. Inyectar las muestras con las

condiciones cromatograficas mencionadas en el numeral 10.2.
Mantener el vial en el inyector.
Inyectar las muestras anteriores cada media hora hasta completar 4 h de estudio.

Calcular la respuesta dividiendo el ABC de la glibenclamida entre el ABC de
felodipino. Con las respuesta estimar el valor de la concentracion de analito

recuperado a partir de la ecuacion de la recta de linealidad de sistema.

Calcular la desviacion estandar de la concentracién de analito recuperado para cada

intervalo de tiempo.

Comparar la desviacion estandar contra el 15 % de la concentracion nominal. Usar

Ji cuadrada para hacer el analisis estadistico con un nivel de significancia de 0.05.

Criterio de aceptacion

e La concentracion promedio de cada intervalo de tiempo debe de estar dentro
del 15 % de la concentracién nominal.
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11 ANEXO I

11.1 Férmulas

Media aritmética/Promedio

Yi
AL
n
e Desviacion estandar
’Z(Y —Yi)?
s= |/——
n—1
e Coeficiente de variacion
CV = S 100
e t de Student calculada
Y—u
t calc =
s/\n

Ji (X?) calculada

(-1
X =y
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11.2 Tabla de ANADEVA

Factor Grad Suma
d.e . O.S de de Media de cuadrados F calc
variaci libert cuadr
on ad ados
Regre 1 SCR MCR = SCR MCR
sion MCER
Error
de SCER
regresi n-2 SCER MCER = m
on

Tabla 24. Tabla de ANADEVA un solo factor

Calcular la suma de cuadrados de regresion (SCR)

N2
SCR =m? [le? —%]

Calcular la suma de cuadrados del error de regresion (SCER)

SCER = YY? — myX,Y, - bYY,

Calcular la suma de cuadrados del total (SCT)

SCT = YY? —

r)?

n
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11.3 Tabla de ANADEVA de dos factores. Estadigrafo F de Fisher

Calcular la suma de los valores para cada analista (Yi.), dia (Y ), combinacion dia-
analista (Yj.), la suma total de todos los datos (Y..), y la suma de cada dato elevado al
cuadrado (335 Y?Z).

Respuesta
Analista 2 Dias
1 2
> A1DT:
1 Yii. Yij Y > A2D1:
Dia ZA1 D2:
> A203!
2 Yi Yi. Yj
ZA+D:
nali Yi. Yi.
ZA alistas Y

Tabla 25. Tabla de ANADEVA dos factores

Anotar el numero de analistas, dias y repeticiones

Calcular la suma de cuadrados del analista:

SCA__ZYZL. Y? ..
L= dr adr
Calcular la suma de cuadrados de dia
YY2j . Y?.
SC Dj = —
J ar adr

Calcular la suma de cuadrados de analista-dia

Y Y2ij. YYZi.. zyz.j.+yz...
r

SCDj(i) = dr ar adr

Calcular la suma de cuadrados del error

2
SC Ek(ij) = ¥¥Y2%ijk — ZZ’; .
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Construir tabla de ANAdeVA

11.4 Resolucioén

Tabla 26. Tabla de ANADEVA

Factor Grad Suma
d.e . oS de de Media de cuadrados F calc
variaci libert cuadr
on ad ados
Analist . . SCAi . MC A
a a-1 SC Ai MC Ai = P FALW]‘(U)
; : . SCDj _ MC Dj
Dia d-1 SC DJ MC Dj = m F Dj MC Ek(ij)
Analist 1()%_ SC Mc D{g(cl)Dj(i) F Dj(0) MC Dj(i)
a-dia 1) DJ(I) = m MC Ek(l])
SC MC Ek(ij)
Error adr Ek(i) _ SC Ek(ij)
adr

La resolucion es el grado de separacion que existe entre dos picos adyacentes. El

siguiente modelo matematico trata de explicar la resolucion.™

tro: Tiempo de retencion del segundo pico
tr1: Tiempo de retencidn del primer pico
W.: Ancho de la base del segundo pico

Wi: Ancho de la base del primer pico

Rs

(trz - tT‘l)

B ((0.5) * (W, + W5))
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