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1. Resumen

Se ha observado que la cuantificacion de la glibenclamida (un farmaco de clase |l
del BCS) liberada a partir de tabletas, presenta una gran variabilidad cuando se
utiliza el método de la USP, debido a la baja solubilidad del farmaco en agua y
disolventes polares, aun cuando éstos son indicados en la monografia de
referencia.

Para resolver éste problema, se realiz6 el disefio de una metodologia por
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), que permitiera aumentar la
exactitud y precision del método, ademés de disminuir el gasto de disolventes y el
tiempo de analisis de la glibenclamida liberada a partir de matrices sol-gel que la
contuvieran.

Para ello, experimentalmente se probaron diversos pH’s y proporciones de fase
movil, para determinar las condiciones ideales del método.

Una vez seleccionadas, se evalué la adecuabilidad del sistema, y posteriormente
la linealidad del mismo, obteniéndose una variacion menor al 1% en el primer caso
y un coeficiente de determinacion mayor al 99% en el segundo caso.

En la validacion del método se evaluaron la linealidad, exactitud, estabilidad de la
muestra, limites de deteccion y cuantificacion, precisién intermedia y robustez,
cuyos resultados fueron aceptables dentro de las especificaciones establecidas
por las guias de referencia.

Por ultimo, se aplicd el método pata la construccion del perfil de disoluciéon de
glibenclamida liberada a partir de matrices sol-gel. Se obtuvo una cuantificacién
repetible y confiable, con coeficientes de variacién bajos. Se concluyd que el
método disefiado es la mejor alternativa para la cuantificacién de glibenclamida.



2. Marco teoérico
2.1 Glibenclamida

2.1.1 Estructura quimica (Figura 1)*
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Figura 1. Estructura de la glibenclamida

Esta molécula posee un pKa de 5.3. Tiene una solubilidad de 4 pg/mL en agua a
pH 3, de 600 ug/mL a pH 9 y de 3 mg/mL en etanol. ?

2.1.2 Definicidn y caracteristicas

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), la diabetes es,
en la actualidad, una de las enfermedades de alta prevalencia en la poblacion
mundial, y especificamente en México, al ser considerada como la primera causa
de muerte.?

Al ser una enfermedad de alta prevalencia entre la poblacion, se precisa el uso de
farmacos de rapida accion contra los sintomas y tratamiento de ésta. Uno de éstos
es la glibenclamida, un hipoglucemiante de segunda generacion, perteneciente al
grupo de las sulfonilureas.”

Este compuesto pertenece al tipo Il en el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica
(BCS), lo que indica que posee una alta permeabilidad, pero una baja solubilidad
en agua, por lo que los métodos de cuantificacion aplicados a la disolucién son
basados en mezclas con disolventes. °



2.1.3 Mecanismo de accion

La glibenclamida reduce la glucosa sanguinea al estimular la liberacién de
insulina dependiente de las células B de los Islotes de Langerhans por el
pancreas, ademas de aumentar la sensibilidad de los tejidos periféricos a la
. . 6
insulina.

Molecularmente existe un aumento de la salida de potasio de las células 8, lo que
aumenta la entrada de calcio y favorece la exocitosis de los granulos de insulina
(figura 2). Ademas de su accion hipoglucemiante, la glibenclamida produce una
diuresis leve, por la mejora de la depuracién renal de agua libre. °

Secrecidn de
Insulina

{1 Inhibicién Aumento en
la entrada de  Ca'™
caicio

Figura 2 Mecanismo de accion de las sulfonilureas6

2.1.4 Farmacocinética de la glibenclamida

La glibenclamida se administra Ginicamente por via oral (tabletas). ’

Su absorcién por via oral se reparte a lo largo del tracto digestivo (estdbmago,
duodeno y colon).?



Su afinidad a proteinas plasmaticas es de 99%, lo que le confiere una tiempo de
vida media de aproximadamente 10 horas.’

El principal metabolito de la glibenclamida es el derivado 4-trans-hidroxi y un
segundo metabolito que también se produce es el derivado 3-cis-hidroxi. Estos
metabolitos probablemente no contribuyan a la accion hipoglucemiante en los
seres humanos, ya que se ha visto que son débilmente activos (1/400 y 1/40 del
efecto total, respectivamente) en conejos. ’

Se excreta como metabolitos en la bilis y en la orina, aproximadamente en un 50%
por cada via. Esta doble via excretora es cualitativamente diferente a la de otras
sulfonilureas, que se excretan principalmente por la orina. ’

La glibenclamida se metaboliza en el higado en los productos con actividad
hipoglucemiante muy baja, ya antes mencionados.

La dosis inicial habitual es de 2,5 mg/dia 0 menos, y la dosis de mantenimiento
promedio es de 5-10 mg/dia administrados en una dosis Unica por la mafana;
dosis de mantenimiento superiores a 20 mg/dia no se recomiendan. ’

Este farmaco tiene pocos efectos adversos diferentes a su potencial para causar
hipoglucemia.

Para la cuantificacion de esta molécula se pueden aplicar algunas técnicas
analiticas, como la CLAR.

2.2 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR)

2.2.1 Generalidades

La cromatografia es ahora una de las técnicas mas utilizadas para la
determinacién de cualquier tipo de sustancias, gracias a su alta confiabilidad y a la
gran capacidad para separar las sustancias.’

Esta técnica, que data de principios del siglo XX, con la separacion de pigmentos
por Tswett en 1906 y posteriormente fue evolucionando hasta que en 1969 se
crean los primeros cromatégrafos de liquidos, los cuales obligan a la revista
Journal of Gas Cromatography a cambiar su nombre a Journal of Cromatographic
Science. °



Entre los principales técnicas cromatograficos se encuentran las cromatografias
en papel, capa fina, solida sobre una placa de vidrio (también llamada
cromatografia preparativa), de liquidos inmoviles, geles y de particulas soélidas
empacadas en columnas; siendo en esta Ultima, las fases moviles liquidas o de
gas.*°

La evolucion de estos sistemas dio un avance en el desarrollo de sistemas mas
eficientes y con resultados mas confiables.

2.2.2 Fundamentos cromatograficos

2.2.2.1 Cromatograma

Es la representacion grafica de la sefial obtenida en forma eléctrica, por el
detector, que es transformada por un software para ser representada en forma de
lineas y picos.

La gréfica se realiza a través de dos ejes, los cuales se representan por la
intensidad de la sefial contra el tiempo o el volumen de elucién. *°

Los solutos son representados por los picos, los cuales pueden ser identificados
por la altura, el area o la anchura de los picos.

Para usar ésta técnica en la cuantificacion de sustancias, estas caracteristicas de

los picos deben ser proporcionales a la cantidad de sustancia obtenida por la
respuesta del detector. **

2.2.2.2 Coeficiente de distribucién

La cromatografia es un método de separacibn que emplea dos fases, una
estacionaria y una mévil.

Las sustancias a ser separadas son arrastradas en el sistema por la fase movil y a
través de la fase estacionaria manteniendo siempre un equilibrio entre las dos

fases, definido como coeficiente de distribucion Kg, el cual se define en la ecuacion
1 como:

(Ecuacion 1) K; ===
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donde Xe es la fraccion de la sustancia o sustancias en la fase estacionaria y Xn,
es la fraccion en la fase movil.'>*

Cuando las sustancias avanzan a través de la fase estacionaria, éstas se retienen
y reparten debido a la afinidad hacia ésta fase, ocurriendo los fenémenos de
adsorcién y absorcion.®**

2.2.2.3 Volumen del sistemay volumen de retencion

El volumen de la columna es el espacio disponible para la fase moévil en el sistema
cromatografico, también relacionado con el volumen necesario para eluir una
sustancia que no pudo ser retenida en la fase estacionaria y se representa por la
siguiente formula:

(Ecuacion. 2) Vo = toF

donde Vj es el volumen del sistema, to es el tiempo muerto y F es la velocidad de
flujo de la fase movil.**

Por otro lado, el volumen de retencion se define como el volumen de fase movil
requerido para eluir un compuesto retenido en la fase estacionaria. La férmula
para definir el concepto se muestra en la ecuacion tres:

(Ecuacién 3) V. =t.F

donde V, es el volumen de retencion, t; es el tiempo de retencion y F es la
velocidad de flujo de la fase mavil.

2.2.2.4 Tiempo de retencién y Tiempo muerto

En un cromatograma, se muestran los picos separados a diferentes distancias.
Estas distancias se deben al tiempo en que el soluto se encuentra en la fase mévil
mas el tiempo que se encuentra en la fase estacionaria, sin moverse. A esto se le
conoce como tiempo de retencion (t,).%*

El tiempo muerto o t, se define como el tiempo en que el disolvente y las
sustancias no retenidas pasan a través de la columna (figura 3).%*

11
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Figura 3. Representacion basica de un cromatograma. Se muestran el tiempo muerto (1),

los tiempos de retencién de las muestras hipotéticas 1y 2 (t; y t,), y los anchos de pico de
las mismas muestras (w; y Wz).9

2.2.2.5 Factor de capacidad

Para una separacion cromatografica ideal, la columna debe poseer la capacidad
de retener muestras y la habilidad para separar los componentes de una muestra
eficientemente. Asi, se define el factor de capacidad k, como la medida directa de
la fuerza de interaccion de una muestra con el material de empaque. La expresion
se muestra en la ecuacion cuatro:

.-, t _t —_
(Ecuacion 4) kL ="T—0=Tr"T
to Vo

donde t; es el tiempo que tarda un soluto en alcanzar el detector y ty es el tiempo
en que las especies no retenidas tarda en alcanzar el mismo.®

Este factor también puede ser calculado en términos de volumen, donde v; es el
volumen de retencion y vy es el volumen del sistema, que es el volumen de la
columna que no es ocupado por el material de empaque.*!

2.2.2.6 Selectividad

Es una medida de la diferencia entre los tiempos o volimenes de retencion entre
dos o mas picos, y qué tan eficientemente éstos son separados entre si.
Normalmente se define como a, y se representa por la ecuacion siguiente:

_ta—tg _ Vo—Vy kj
t1—to

(Ecuacion 5)

Vi-Vo k!

La selectividad de una columna se encuentra en funcion del material de empaque,
aunqgue se tiene algun control por medio de la fase movil o la temperatura. El valor
de o puede variar desde la unidad, cuando los tiempos de retencion de los solutos

12



son idénticos (t2 = t3), hasta el infinito, si el primer componente de interés se eluyo

en el volumen del sistema.

9-11

El conjunto de todos los pardmetros establecen una mejor resolucion de los picos
cromatograficos (fig. 4)

Inyeccion

Inyeccién

Inyeccion

Inyeccion

Inicial

’ Incremento de eficiencia
' \ / \ Incremento de factor de capacidad

Incremento de selectividad

. . ; . 1
Figura 4. Importancia de cada parametro en la resolucion de un cromatograma

2.3 Componentes de un instrumento de CLAR

Para el desempefio 6ptimo de un instrumento de CLAR, los componentes minimos
que deben conocerse e identificarse se muestran en la figura 5:

Reservorios

Bomba

Columna empacada

ST

10 M1 AN

—-’ Inyector

Inyeccion de la
muestra
(A ByQ)

Detector

Sustancias
separadas eluidas
por la columna

Desechos

A A

Software  fem—Swl ol o ocacion

TiemMpo eesge

Cromatograma

Figura 5. Componentes generales de un instrumento para CLAR™®
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e Reservorios: Contienen las fases moviles y los disolventes de lavado.

e Bomba: Componente que entrega a flujo constante la fase mévil en el
sistema cromatografico. Esta disefiada para ser inerte frente a cualquier
condicion (pH, temperatura, sales y solventes organicos)

e Inyector: Permite La introduccion de las muestras en el flujo de la fase
movil, antes de que éste entre a la columna

e Columna: Permite la separacion de los analitos en la muestra inyectada.

o Detector: Convierte el cambio de efluencia de la columna cromatogréfica en
una sefal eléctrica de facil interpretacion

e Software: Codificador de la sefial eléctrica, que ademas permite controlar
todos los parametros de la CLAR °**

2.4 Métodos existentes para determinar glibenclamida

En el cuadro 1 se muestran algunos de los diferentes métodos aplicados para la
cuantificacion de la glibenclamida, con base en las propiedades de la misma

Cuadro 1. Algunos de los métodos existentes para la cuantificacién de glibenclamida

Método Descripcion Referencia

Consiste en la disolucion de una pequefia muestra de
glibenclamida en dimetilformamida (DMF), la cual se titula

con hidréxido de sodio usando fenolftaleina como indicador 1
Volumétrico hasta el vire rosa.

Se disuelve una muestra de glibenclamida en etanol y se

titula en hidroxido de sodio, usando fenolftaleina como 12

indicador, hasta la presencia de color rosa.

El método esta basado en la determinaciéon de la molécula al
Espectrofotométrico | absorber la radiacién UV en etanol como disolvente a una 13
longitud de onda de 300 nm

Columna L7 250 X 4.6 mm Fase moévil: Acetonitrilo: Buffer de

fosfatos pH 3 (47:53) con lectura a 300 nm 14
Cromatogréfico Columna C8 250 X 4.6 mm Fase movil: Acetonitrilo: Agua 15

(1:1) con lectura a 254 nm

Columna C18 100 X 4.6 mm Fase movil Acetonitrilo: Buffer 16

de fosfatos pH 7.5 con lectura a 203 nm.

Primeramente, para establecer un método por CLAR, es necesario plantear una
serie de condiciones que permitan establecer parametros de control inicial y su
optimizacion.

14




2.5 Desarrollo de métodos analiticos

Para disefiar un método analitico, se debe establecer, como primer punto, el
enfoque del estudio, que permita conocer los puntos a desarrollar y modificar en el
disefio experimental.

En un desarrollo de un método por CLAR, se siguen estos 5 pasos basicos: *’

1. Seleccion de la técnica por CLAR

2. Seleccion de las condiciones iniciales de trabajo
3. Optimizacion de la selectividad del método

4. Optimizacion del sistema

5. Validacién del método

Ademas se deben mantener ciertas condiciones para disefiar y desarrollar un
método analitico, que permitan aumentar el valor del método, tales como: *"*®

e Sersimple

e Poder aplicarse en la mayoria de las columnas

e El disefio en la fase mévil debe probarse en combinaciones binarias, antes
de pensar en ternarias

e Se debe investigar en todas las opciones que permitan aumentar la
resolucién de las respuestas obtenidas, para acelerar la optimizacion del
método

Una vez cumplidas todas éstas condiciones, el método sera apto para ser validado

2.6 Validacion

La validacion se define como la evidencia documentada que demuestra que a
través de un proceso especifico se obtiene un producto que cumple
consistentemente con las especificaciones de calidad establecidas *°, pero en este
caso, se aplica hacia un método analitico.

En México, de acuerdo con la NOM-059-SSA1-2006, es obligatorio que los
métodos analiticos se encuentren validados. %°

15



2.6.1 Validacion de métodos analiticos

Es la documentacién que demuestra que el método cumple para lo que fue
disefiado. Para establecer la validacion de algan método (en especial con los
meétodos por CLAR), se debe cumplir con las siguientes caracteristicas:

e Linealidad del sistema y del método: En la cual se debe de mostrar la
relacion lineal existente entre la concentracion y la respuesta obtenida, en
un intervalo definido de concentraciones, para el estandar de referencia y el
producto a cuantificar.

e Especificidad: Es la respuesta ocasionada al leer la muestra, Unicamente
por la sustancia de interés, y no por las impurezas u otras sustancias
(excipientes, productos de degradacion) que se encuentran en contacto con
ésta misma.

e Exactitud: Intenta demostrar que existe una concordancia entre los valores
obtenidos y los valores reales (o valores de referencia)

e Precision del sistema y el método: El parAmetro muestra el grado de errores
aleatorios procedentes de las variables del mismo nombre, las cuales no
pueden ser controladas.

e Estabilidad de la muestra: En este parametro es posible observar el cambio
entre la concentracion de la muestra a lo largo de la secuencia analitica.

e Repetibilidad: Muestra el error ocasionado por el analista en una
concentracion especifica.

e Limite de deteccion y limite de cuantificacion: Usados para evaluar la
relacion entre la sefial mas baja obtenida con el método y la sefial del ruido
del sistema.

e Precision intermedia: Se evalua la robustez del método al variar una 0 mas
condiciones de laboratorio, deliberadamente, como los analistas, el dia de
andlisis, etc. 4%

2.7 Proceso sol-gel

El proceso sol-gel es una ruta quimica para la sintesis de redes éxido-inorganicas
con una amplia variedad de usos tecnolégicos.??

Aunque ésta técnica es relativamente vieja (desde los afios 60’s del siglo pasado),

la aplicacién tecnoldgica para encapsular farmacos se remonta a finales de los
anos 80’s.

16



La generacion del sol (dispersion coloidal de un solido en un liquido), se efectia
por medio de una reaccidén de policondensacion a partir de precursor de silicio,
titanio o zinc, entre otros, soportado en un solvente orgénico (de preferencia un
alcohol igual al radical de la cadena terminal del alcéxido metalico), los cuales
reaccionan a temperaturas relativamente bajas (60°C), en comparacion a los
procesos de fabricacién de vidrios (temperaturas mayores de 1000°C).>*?°

Una vez generada la reaccion, el sol comienza a gelar, convirtiéndolo en un sdlido
rodeado por una fase liquida, la cual va disminuyendo a medida que éste
comienza a perder solvente y agua residual de la reaccion de policondensacion,
hasta formar un solido poroso (afiejamiento), el cual posee las propiedades
necesarias para soportar el farmaco y liberarlo en presencia de un medio de
disolucién o extraccion. Como ultimo paso, el gel se seca por diversos métodos
hasta obtener un vidrio casi transparente, por lo que puede ser triturado, para
obtener un polvo ceramico con las sustancias de interés incluidos en los poros del
geI.24
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4. Planteamiento del problema

La glibenclamida es un farmaco perteneciente a la familia de las sulfonilureas, con
actividad hipoglucemiante. Actualmente es utilizada para el tratamiento de la
diabetes Tipo II. Pertenece al grupo i del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica de Farmacos (por poseer baja solubilidad y alta permeabilidad).

Debido a la relevancia de la correcta dosificacion de este farmaco, se han buscado
alternativas viables para su dosificacion en sistemas de liberacion modificada,
entre ellos, se busca probar la tecnologia sol-gel como una alternativa para su
entrega en forma controlada.

Por esta nueva alternativa tecnolégica, se debe cuantificar de manera inequivoca
a la glibenclamida dentro de la matriz, para asegurar la calidad y confiabilidad de
dicha formulacién. En los ultimos afios, se han desarrollado diversos métodos para
obtener confiabilidad en la cuantificacion de la glibenclamida, pero hasta el
momento se siguen presentando algunas dificultades (uso de reactivos costosos,
meétodos complejos, mucha variabilidad en los resultados, entre otros), por esto, se
ha optado a la cromatografia de liquidos de alta resolucion como una técnica que
permita eliminar la mayor cantidad de estas dificultades, para su cuantificacion.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) es una técnica analitica
que permite la separacion de compuestos por sus propiedades quimicas y
fisicoquimicas, lo que la convierte en una de las mas confiables para el desarrollo
de métodos analiticos que permiten la cuantificacién en éstos mismos.

Con base en lo anterior, se parte entonces de la pregunta ¢Existe una

metodologia por HPLC que permita la cuantificacion de glibenclamida en matrices
sol-gel de forma confiable?
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

e Disefiar un método de cuantificacion por CLAR que sirva para construir los
perfiles de disolucion de glibenclamida liberada a partir de matrices sol-gel

4.2 Objetivo Particular

e Desarrollar el método por CLAR a partir de la informacién de estudios
previos.

e Demostrar que el método es util para su cuantificar glibenclamida en
matrices sol-gel.

e Evaluar la aplicabilidad del método en la construcciéon de perfiles de
disolucién de matrices sol-gel de glibenclamida
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5. Hipotesis

e EI método disefiado cumplira con los pardmetros necesarios para ser
validado y aplicado a la cuantificacion en los perfiles de disolucion.

e E| método sera confiable en la cuantificaciéon de glibenclamida en perfiles
de disolucion.
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7. Materiales

7.1 Reactivos

e Acetonitrilo Burdick & Jackson Lote CW196

e Glibenclamida Eur. Pharm. (Donacion)

e Glibenclamida Estandar Secundario

e Fosfato dibasico de potasio JT Baker B14C13

e Fosfato monobésico de potasio JT Baker G13C22

e Agua desionizada

e Fosfato monobasico de amonio JT Baker GO4C05

e Metanol Honeywell Lote DG024

7.2 Listado de materiales y equipos
Materiales

Pipetas volumétricas 1y 10 mL
Vasos de precipitado 250 mL
Matraces aforados 250 mL
Reservorios de vidrio 100 mL
Columna para HPLC Dionex Cig de
250 mm x 46 mm

Filtrador Milipore

Filtros de Nylon

Viales de vidrio 1 mL

Vasos de precipitado P 600 mL
Probetas graduadas 500 mL
Micropipeta Eppendorf 100-1000 pL

Equipos

Inyector Varian Modelo M410 N°. de serie
50321

Bomba Varian ProStar Modelo 240 N° de
serie 00871

Detector Varian ProStar Modelo 325 LC
N°. de serie 005093

Disolutor USPII Vakel Modelo MK700
Sonicador de bafio VWR Modelo 75D
Bomba de Vacio Gast

Microbalanza Mettler M75

Balanza Analitica OHAUS-Explorer Pro
EP214
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8. Metodologia

8.1 Comprobacion de la solubilidad de glibenclamida en diferentes
disolventes

Se realiz6 una investigacion bibliografica para establecer la méxima solubilidad de
la glibenclamida en diferentes disolventes y a diferentes pH’s en medios acuosos,
y los disolventes adecuados para la fase moévil de inyeccion de las muestras. Una
vez establecido el dato, se disolvieron muestras de 1 mg en metanol, etanol,
acetonitrilo, solucion buffer pH 9 y pH 3 para verificar la informacion reportada.

8.2 Preparacién de las soluciones buffer

Solucién buffer de fosfatos pH 3: Se disolvieron en 400 mL de agua bidestilada
2.3495 gramos de fosfato monobasico de potasio y 0.4766 gramos de fosfato
dibasico de potasio.

Solucion buffer de fosfatos pH 9.5: Se disolvieron en 400 mL de agua
bidestilada 3.4662 gramos de fosfato dibasico de potasio y 0.038 gramos de
fosfato tribasico de sodio dodecahidratado. La solucion se filtr6 y se sonico
durante 30 minutos.

Solucion buffer de fosfatos pH 5.25: Se disolvieron en 400 mL de agua
bidestilada 3.445 gramos de fosfato monobasico de potasio y 0.0302 gramos de
fosfato dibasico de potasio. La solucion tuvo el mismo tratamiento que las
anteriores.

8.3 Seleccion del método cromatogréfico

Condiciones de trabajo

Equipo: Sistema Varian compuesto de un cromatografo de liquidos modelo 240,
un detector de longitud de onda UV-Vis ProStar modelo 325 y un inyector ProStar
modelo M410.

Longitud de onda: 254 nm

Condiciones de lectura: 25°C

Columna cromatografica: Dionex Cig (250 mm x 4.6 mm de diametro)

Velocidad de flujo: 2 mL/min

23



La fase mévil fue preparada diariamente filtrandose con un equipo Milipore®
filtrandose usando un filtro de membrana de 0.22 um de diametro de poro, y
sometida a desgasificacion con ultrasonido en bafio de agua antes de su uso.

8.4 Preparacién de las muestras

Se pesaron con exactitud 3 muestras equivalentes a 350 pg de estandar
secundario de glibenclamida y se aforaron a 10 mL con fases modviles de
acetonitrilo: buffer pH 3, acetonitrilo: buffer pH 9.5 y acetonitrilo: buffer pH 5.25
respectivamente, todas a una relacion 50:50. Las muestras fueron inyectadas con
su respectiva fase movil a un volumen de 50 uL cada una.

8.5 Optimizacion del método

Una vez encontrado el pH optimo de la soluciéon acuosa, se cambio la proporcion
de la fase movil, para asegurar la mayor eficiencia y resolucion de la respuesta
cromatografica.

8.5.1 Procedimiento

Se pesO una muestra equivalente a 350 pug de estandar de glibenclamida y se
afor6 a 10 mL con fase movil de acetonitrilo: buffer pH 5.25, a una proporcién
55:45 respectivamente. Se inyectaron 50 uL de ésta muestra a una velocidad de
flujo de 2 mL/min.

8.6 Parametros de validacién del método propuesto

8.6.1 Adecuabilidad del sistema

Se preparé una muestra de glibenclamida equivalente a 150 pg/mL, disolviendo
1.8 mg de glibenclamida estandar secundario en un matraz aforado de 10 mL con
fase moévil de acetonitrilo: buffer de fosfatos pH 5.25. Se coloc6 una fraccion de la
muestra en un vial y se inyectaron 5 veces volimenes de 50 uL. De los resultados
obtenidos, se obtuvo el C.V. de los siguientes parametros, por medio del software
del cromatografo:

e NuUmero de platos tedricos
e Asimetria USP

e ABC

e Tiempo de retencion

e Resolucion USP
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La Adecuabilidad del sistema se comprobo considerando que el C.V. de todos los
parametros mencionados era menor al 2%

8.6.2 Linealidad del sistema

Se prepar6 una solucién stock de 800 pg/ mL, disolviendo 25 mg de estandar
secundario de glibenclamida en un matraz aforado de 25 mL, agregando 3 mL de
etanol y aforando con fase movil acetonitrilo: buffer de fosfatos pH 5.25 en
proporcion 55:45 respectivamente.

De esta solucion stock, se tomaron 6 alicuotas, de 0.5, 0.75, 1.0, 1.25y 1.5 mL
cada una, se le agreg6 a cada matraz 0.1 mL de estandar de glibenclamida y se
aforaron a 10 mL con fase mévil (Concentraciones de 40, 80, 120, 160 y 200
ug/mL). Las muestras se colocaron en viales y se inyectaron en el cromatografo.

Con las areas bajo la curva obtenidas, se calcularon la ecuacién de la recta, el
coeficiente de determinacion (r?), el intervalo de confianza de la ordenada al origen
y se realizaron las pruebas estadisticas t de Student y F de Fisher para la
pendiente y para la ordenada al origen.

8.6.3 Precision del sistema

De la solucion stock, se inyectaron 6 muestras de 50 puL a una concentracion de
120 pg/mL. Se calculo el coeficiente de variacion entre ellas.

8.6.4 Limite de deteccion

Se prepararon 6 muestras de placebo disolviendo, en 6 matraces aforados de 10
mL, 60 mg de matriz sol-gel y aforando con fase movil, se sometieron a
condiciones de ultrasonido en un bafo de agua durante 5 minutos, se filtraron y se
inyectaron 50 mL de cada muestra.

Independientemente, se prepararon 3 curvas con 3 concentraciones de placebo
adicionado a concentraciones de 4, 8y 12 ug/mL.

De los datos obtenidos, se calculé la media de los valores maximos de los

placebos, la pendiente de la curva de concentraciones, la desviacion estandar de
los blancos y el limite de deteccion.
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8.6.5 Limite de cuantificacion

Con los datos obtenidos de la linealidad del sistema, se obtuvieron los valores
tedricos de las concentraciones utilizadas, por medio de la interpolacion en la
curva.

El limite de cuantificacion se establece cuando la variacion entre los valores

8.6.6 Linealidad del método

Se prepararon seis curvas de glibenclamida materia prima con placebo (60 mg de
matriz de sol-gel vacia en cada matraz) en un intervalo de concentraciones de 90
a 210 pg/ mL, equivalentes a concentraciones del 60% al 140% del intervalo de
trabajo. Los matraces fueron sonicados por 5 minutos, las muestras se filtraron y
se colocaron en viales. Se inyectaron volumenes de 50 puL de cada vial.

Con las areas bajo la curva obtenidas, se calcularon la ecuacion de la recta, el
coeficiente de determinacion (r?), el intervalo de confianza de la ordenada al origen
y se realizaron las pruebas estadisticas t de Student para la pendiente y F de
Fisher para la ordenada al origen.

8.6.7 Selectividad del método

Se prepararon tres muestras que contenian placebo (60 mg de matriz sol-gel
vacia), una muestra blanco (fase mavil), y una muestra de placebo adicionado (60
mg de matriz sol-gel mas 2.5 mg de glibenclamida, las cuales fueron aforadas a 10
mL cada una, sonicadas por 5 minutos, filtradas y colocadas en viales. Se
inyectaron volumenes de 50 pL de cada vial.

Se determind si el ABC obtenida a partir de la muestra de placebo adicionado en
el tiempo de retencion de la glibenclamida era debida solamente a esta, y no a la
presencia de alguna sustancia similar, o a la interaccion con alguno de los
componentes del placebo.

8.6.8 Estabilidad de la muestra

Se prepararon por triplicado, tres placebos adicionados a una concentracién de
150 ug/mL, las cuales se sonicaron por cinco minutos, se filtraron y se colocaron
en viales.
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Ocho viales de cada muestra se colocaron a cuatro temperaturas diferentes (22°C
bajo cero, 5°C, 20°C y 30°C respectivamente) y éstos fueron inyectados a las 0, 1,
2,4,6,20y 24 horas.

De los valores de ABC obtenidos, se calcularon las diferencias absolutas entre las
muestras y un analisis de varianza de un factor para determinar la condicion y
tiempo maximo de almacenamiento de las muestras.

8.6.9 Robustez del método

Cambio de la preparacion de la solucién buffer pH 5.25
Buffer de fosfatos pH 5.25 (mencionada en la pagina 22)

Buffer de fosfato de monobasico de amonio pH 5.25: Se disolvieron en 400 mL de
agua, 2.3 gramos de fosfato monobéasico de amonio. La solucion se filtr6 y sonico
por 30 minutos.

Cambio en la longitud de onda de lectura de las muestras

De seis muestras preparadas independientemente a 150 ug/ mL, se inyectaron 50
uL y se leyeron con una diferencia de +10 nm del método cromatografico a 254 nm
(264 y 244 nm respectivamente).

Cambio en la proporcién de la fase movil

Se cambid la proporcién de la fase movil establecida acetonitrilo: buffer de fosfatos
pH 5.25 (55:45) a una proporcién de 60:40 respectivamente.

A partir de las ABC de estos experimentos, se calcularon los efectos, las varianzas
de efecto y los errores estandarizados del efecto, y posteriormente se calcularon t
de Student de cada efecto (proporcién de la fase mévil y preparacion de la
solucion buffer).

8.6.10 Precision intermedia

Este parametro expresa la variacion dentro de un mismo nivel de cambio, que
permite enfocarse en la desviacion de una serie de pardmetros de control
especificos.
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Por cada tratamiento, se realizaron por sextuplicado, muestras de placebo
adicionado a una concentracion de 150 ug/mL con 60 mg de matriz sol-gel vacia.
Las muestras se sonicaron, se filtraron y se colocaron en viales para su inyeccion
(50 uL) en el sistema cromatografico.

Para esto, se realiz6 una tabla de ANAdeVA de dos factores, de acuerdo al
modelo:

Yyk=p + ai+ Bji)+ €4(k)
donde se observa que Bj{z/ representa el efecto anidado al factor «: La
representacion de la matriz del disefio experimental se muestra en la figura 6:

Factor Analista

1 2

1| T1A1; | T2A1,
T1Al, | T2Al,
T1A1l; | T2A1,
T1A1, | T2A1,
T1Als | T2Al5
T1Als | T2Al,
T1A2, | T2A2,
T1A2, | T2A2,
T1A2; | T2A2;
T1A2, | T2A2,
T1A25 | T2A25
T1A2¢ | T2A24

Dia

Figura 6. Matriz del disefio experimental para la precision intermedia

8.6.11 Aplicacion del método a la disolucién de matrices sol-gel de
glibenclamida

A partir de las matrices sol-gel de glibenclamida se pesaron 6 muestras de 1.5
gramos, equivalentes a aproximadamente 33 mg de glibenclamida; se colocaron
en 6 vasos con 500 mL de medio a pH 9.5 y lauril sulfato de sodio al 0.01%. El
medio se mantuvo durante todo el estudio a 37°C.

La disolucion se siguio durante 6 horas, cada 10 minutos durante la primera hora,

cada 20 minutos hasta las 2 horas, cada 30 minutos hasta la tercera y cada hora
hasta la sexta.
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De cada vaso, se tomaron muestras de 2 mL en cada tiempo y de estas, se
inyectaron 50 uL en el cromatografo. Se inyectaron muestras control a 150 ug/ mL
y con estas, se calculd el porcentaje disuelto en cada vaso.

El método se considerd adecuado a la disolucion si los coeficientes de variacion
eran menores del 20% en el primer punto, y menores de 10% en los subsecuentes
puntos.
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9. Resultados y discusion

9.1 Seleccion del método cromatografico

En la figura 7 se muestra un cromatograma de estandar secundario de
glibenclamida, con una fase mévil ACN: Buffer fosfatos pH 9.5 (50:50)

T“‘%lbll 3 T l‘l ‘,"' 3‘1 L
Te L ) R”%I

2 26 3 35 4 45 5 55 8 B8 7 75 @ 8BS 8 85 10

Figura 7.Cromatograma de Glibenclamida estandar (35 mg/mL.

Se aprecia en el cromatograma de la figura 7 un pico con un tiempo de retencién
muy alto, con base en los criterios de exclusion propuestos (8.5 minutos), ademas
de una anchura de 1 minuto, asi que este método propuesto no era adecuado, ya
que hacer una lectura de una gran cantidad de muestras con estos tiempos
tendria como consecuencia un gasto excesivo del equipo y recursos, y no tendria
viabilidad al realizar el manejo de un gran volumen de muestras.

Enseguida se evalué otro método, con una lectura a pH 3, y con las mismas
proporciones de la fase movil, mostrando el siguiente cromatograma:

2 3 NRER AN RY

T T R

e R Y- To) AT S g

Figura 8. Cromatograma de Glibenclamida STD (35 mg/mL) a pH 3

30



El cromatograma de la figura 8 muestra un pico bien definido, con un tiempo de
retencion de 2.1 minutos y un buen ancho de pico (0.2 minutos), pero tampoco es
aceptable, ya que éste se encuentra muy cerca del frente del disolvente, ademas
que el pH de la fase acuosa no permitia que la glibenclamida se encontrara
totalmente soluble (cerca de 4 pg/mL).%

Se evalué un nuevo método a pH 5.25, donde existiera la maxima solubilidad de la
glibenclamida.’

e
mal [GULELTS 25 AL S0.50 W23 CATAN

1
10

: 4 F 11
"
T Aal RI mn)

7. 78 & BS £ 95 b 108 .11

Figura 9. Glibenclamida STD (35 mg/mL); pH 5.25

En la figura 9 se puede observar el frente del disolvente, un pico bien definido a
los 7 minutos, y aunque el ancho de pico es algo grande (0.6 min), es susceptible
a mejorar al modificar la proporciéon de la fase moévil, como lo muestra el
cromatograma de la figura 10.

193 maU : [EOEIATRE,

&
T4 & ‘;’l/\§A LT o 1

sttt e -3 vt e g
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Figura 10. Glibenclamida STD (35 mg/mL); fase mévil ACN:Buffer fosfatos pH 5.25 (55:45)
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En el cromatograma de la figura 10 se aumentd la proporcion de acetonitrilo en
5%, observandose un decremento del tiempo de retencidén hasta los 4 minutos,
con un ancho de pico de 0.3 minutos.

De ésta manera, las condiciones del método Optimas para su validacién y la
aplicacion al método de disolucion fueron (Tabla 2):

Tabla 2. Condiciones cromatograficas optimas

Longitud de onda: 254 nm
Condiciones de lectura: 25°C
Columna cromatografica: Dionex Cig (250 mm x 4.6 mm de diametro)
Velocidad de flujo: 2 mL/min
Fase movil: Acetonitrilo: buffer de fosfatos pH 5.25 (55:45)

A partir de la optimizacion del método, se procedié a realizar la validacion del
mismo, comenzando con la adecuabilidad del sistema cromatogréafico, esencial
para determinar las caracteristicas del equipo y si permite o no el desarrollo de la
validacion.

9.2 Adecuabilidad del sistema

La tabla 3 muestra los resultados generales de adecuabilidad del sistema,
utiizando 5 parametros cromatograficos importantes en los ensayos
cromatograficos (tiempo de retencion, asimetria, area bajo la curva o ABC, nimero
de platos tedricos y factor de capacidad).

Tabla 3. Resultados y conclusiones de adecuabilidad del sistema

Tiempo de ; . Areabajo la Ndmero de Factor de
., Asimetria .
Factor retencion USP curva platos capacidad
(min) (mUA*seq) tedricos (K’)
Promedio 4,138 1.066 2360.44 8902.564 0.458
Desviacion 0.040 0.009 9.624 87.692 0.004
estandar
C.V. (%) 0.958 0.839 0.408 0.985 0.976
., No se No se No se No se
Conclusién No se rechaza
rechaza rechaza rechaza rechaza

Los resultados muestran que los parametros de una inyeccion multiple de una
misma muestra poseen un coeficiente de variacion menor al 1%, por lo que se
concluye que el equipo tiene un buen desempefio para continuar con los
parametros de validacion.
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9.3 Linealidad del sistema

Con los datos de ABC obtenidos, se construyoé la curva Concentracion Vs. ABC, la
cual nos permite observar graficamente la pendiente y el coeficiente de correlacion

Gréafico del Modelo Ajustado
ABC (mMUA*seg) = -51.5361 + 15.9359*Concentracion (mcg/mL)

(X 1000)
4

ABC (mUA*seg)
N
| T T TT | T 1T | T 1T | T T TT |

o

40 80 120 160 200
Concentraciéon (mcg/mL)

o

Gréfico 1. Curva de linealidad de sistema. Los valores de concentracion son expresados en microgramos por

mL, mientras que la respuesta es expresada en miliunidades de absorbancia por segundo

Posteriormente, se le realizaron analisis estadisticos a los datos obtenidos a partir
de la curva, mostrados en las tablas 4 y 5:

Tabla 4. Parametros de larecta de linealidad del Tabla 5. Datos de la curva de
sistema linealidad de sistema
Concentracion Promedio de sD cv m 16.409
(ug/mL) ABC b -121.29
40 592.10 6.95 1.17 r2 0.9972
80 1133.95 22.01 1.94 IC (m) 14.36 18.46
120 1837.24 25.25 1.37
160 2469.82 26.72 1.08
200 3206.04 2458 0.77

De la tabla 4 se observan los coeficientes de variacion por nivel menores a 2%, lo
gue nos muestra que la precision del sistema no se rechaza, por lo que se
procedi6 a realizar los calculos de la pendiente, la ordenada al origen y el
coeficiente de determinacion.
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La tabla 5 muestra el coeficiente de determinacién (r%), concluyéndose que el
99.72% de los datos se pueden explicar por el modelo lineal, ademéas de obtener
una ecuacion de la recta que predice los datos de la siguiente manera:

(Ecuacion 7) ABC = 16.409] ] guipen — 121.290

Se observo ademas que el intervalo de confianza para la pendiente no incluyo al
cero. Para aceptar ésta afirmacion se realiz6 una tabla de ANAdeVA de 1 factor,
con una F de Fisher como estadigrafo, y una t de Student de dos colas para la
pendiente.

Ho: m=0

Ha: m=0

SC Total 3.72*10°
scCrl 3.71*10°

SC error 1.03*10’

Tabla 6. Tabla de ANAdeVA de regresion de linealidad del sistema

Producto
Fuente simbdlico g.l. SC CM
desarrollado
Regresion k-1 1 3711985255 3711985255
Error de regresion kj-k 28 10332403.14 369014.398
Total kj-1 29 3722317658

F Frabias Conclusion

10059.18814 4.196 Ho no se rechaza

De acuerdo con la tabla de ANAdeVA, si la F calculada es mayor a la F de tablas,
existe una relacion lineal entre la concentracion de glibenclamida y el ABC de los
picos de los cromatogramas, por lo que se concluye que existe linealidad en el
sistema de medicion.

Para la pendiente:

Ho:m=0
Ha:m=#0
m 15.936
ttablas Conclusion
A 100.863 -2.048 2.048 Ho se rechaza
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De acuerdo con el valor de tcyc la hipdtesis nula se rechaza, por lo que se
concluye igualmente que existe relacion lineal significativa entre la concentracion
de la glibenclamida y el ABC obtenida de los picos cromatograficos.

9.4 Linealidad y exactitud del método

Tabla 7. Tabla de ANAdeVA para el calculo de F de regresion y F de falta de ajuste de
exactitud del método

Fuente gl SC CM Fealc Conclusion
Regresion 1 5367963.67 5367963.67 11012.3042 Ho no se rechaza
Error regresion 28 13648.6407 487.451453
Falta de ajuste 3 723377429 24112581  8.33490596 Ho no se rechaza
Error puro 25 72324094.3 2892963.77

Ftablas
4.196

Las conclusiones de la tabla 7 muestran que el método presenta una relacion
lineal entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada, ademas, que no
existe evidencia para rechazar el ajuste lineal de los datos.

Tabla 8. Datos de recta de exactitud

del método

m 0.9954

b -0.3624

r? 0.9975

Syix 22.07830276

Sy 14.8029
IC (m) 0.71 3.04
IC (b) -29.23 28.50

Los datos de la tabla 8 muestran que el coeficiente de determinacion explica el
99.75% de los datos segun el modelo lineal, el intervalo de confianza para la
pendiente incluye la unidad, por lo que no existe error sistematico consistente, y el
intervalo de confianza para la ordenada al origen incluye el cero, por lo que el
método también carece de error sistemético constante.
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Tabla 9. Parametros de exactitud

del método
Promedio %R 99.52
SD 1.242
tealc 0.07
tiablas 1.70
Conclusién El método es exacto

La prueba de t de Student mostroé una t calculada menor a la de tablas, por lo que
se concluye que el método es exacto.
Como conclusion final, se puede decir que el método es exacto en el rango de

concentraciones de 90 a 210 ug/mL.

Por altimo, se muestra la grafica de linealidad del método y la prueba de hipétesis
contrastando la cantidad adicionada con la respuesta analitica, donde se muestra

el comportamiento de los datos en la curva, de acuerdo al grafico 2:

Gréfico del Modelo Ajustado
ABC (mMUA*seg) = 0.686716 + 1.19511*Cantidad adicionada (mcg)

(X 1000)
2.6

2.2

1.8

ABC (mUA*seg)

1.4

1= 1 = 1 1 1 1
800 1100 1400 1700 2000
Cantidad adicionada (mcq)

N
Wl
o
o

Gréafico 2. Curva de linealidad de sistema. Los valores de cantidad adicionada son expresados en microgramos, mientras

que el ABC en miliunidades de absorbancia por segundo
El coeficiente de determinacién de la linealidad cantidad adicionada con respecto

a la respuesta analitica nos dice que el 99.65% de los datos son explicados por el
modelo lineal. La ecuacién de la recta que predice los datos de la linealidad del

método es:

(Ecuacion 8) ABC = 1.1951Cantidad 44icionada + 0.6867
SC Total 7765069.79
SCrl 7737809.14
SC error 27260.6488
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Tabla 11. Tabla de ANAdeVA de regresion de linealidad del método

Fuente gl SC CM
Regresion 1 7737809.14 7737809.14
Error regresion 28 27260.6488 973.594598

F Fiablas Conclusién
7947.670579 4,196 Ho no se rechaza

Ya que la F calculada es mayor a la F de tablas, existe una relacion lineal
significativa entre el area bajo la curva de los picos propios de la glibenclamida y la
cantidad adicionada de la misma.

9.5 Limite de Deteccién del método

Los resultados de las lecturas de los blancos se expresan en términos de altura de
pico.

Tabla 13. Valores crudos para limite de

Tabla 12. Valores de altura deteccién del método

maxima de pico de blancos

e » Concentracion Altura de pico

paralimite de deteccion (ng/mL) (MUA)
Blanco Altura maxima 12.9
(mUA) 4 12.4
12.3
1 2.2 o5 3
: 09 . 25.9
4 13 24.9
35.6
S 14 12 35.3
6 1.5 35.1
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Con los datos de la tabla 13 se calcularon las sumas de los parametros para

calcular la desviacion estandar de los blancos por la siguiente ecuacion:

2y— )2
(Ecuacion 9) DEB = /n(ZZL) &z
n/(n'-1)

Los datos obtenidos fueron los siguientes:

Tabla 14. Valores de desviacién estandar de los blancos y limite de

deteccion
Parametro Valor
DEB 1.21
m 2.85
LD 1.27

La tabla 14 muestra que el limite de deteccion del método para la glibenclamida es
de 1.27 mUA bajo las condiciones de trabajo establecidas, lo que es una

concentracion aproximada de 405 ng/mL.

9.6 Limite de cuantificacion del método

Los resultados utilizados para calcular el limite de cuantificacion corresponden a
las concentraciones de la linealidad del sistema (tabla 5) y la ecuacién de la recta

obtenida.

Estos valores de concentracion se interpolaron y se calcularon los valores te6ricos
de las areas bajo la curva, para calcular los valores de t de tablas de cada dilucion

y determinar la minima dilucion en donde se podia cuantificar la glibenclamida.

Tabla 15. Valores de ABC para limite de cuantificacién

Concentracion Promedio de ABC ABC interpolado sD
(ng/mL) (mUA*seq) (mUA*seq)
40 592.10 586.01 6.95 1.17
80 1133.95 1223.45 22.01 1.94
120 1837.24 1860.89 25.25 1.37
160 2469.82 2498.33 26.72 1.08
200 3204.37 3190.00 24.58 0.77

Los resultados de las t's calculadas y sus conclusiones se muestran en la tabla 16:
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Tabla 16. Valores de T y conclusiones de limite de cuantificacion del método

Concentracion

(llg /m L) |tca|c| tablas Conclusion
40 2.15 Se cuantifica
120 2.29 3.16 Se cuantifica
160 2.61 Se cuantifica

La tabla muestra que a la concentraciéon mas baja de la linealidad del sistema (40
ug/ mL), se puede cuantificar con precision y exactitud.

9.7 Selectividad del método

En la figura 11 se observa el cromatograma del placebo, en el cual no se muestra
un pico representativo cercano a los 4 minutos, dando a ver que por si mismo, el
placebo no presenta una sefal parecida a la glibenclamida, ni picos significativos
antes o después de éste tiempo.

al

mall Solt DAaTA

45

40

35

[ o
t =1

[~
=1

TH 10,00}

T
R |

/MMT M | L] L) o i o RT [min]|

il 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 [ 65 7 75 ]
Figura 11. Cromatograma placebo (matriz sol-gel vacia) a 6 mg/mL. Fase mévil ACN: Buffer fosfatos pH 5.25 (55:45) a 2

mL/miny 254 nm

En la figura 12 se observa que la sefial de la glibenclamida no se desplaza de su
tiempo de retencidén (4 minutos), ademas de no presentar picos antes o después
del ya mencionado, concluyéndose que el método es selectivo para la matriz sol-
gel de glibenclamida, ademas que ésta no interacciona con alguno de los
componentes de la matriz.
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Figura 12. Cromatograma de placebo adicionado (matriz sol-gel vacia) con glibenclamida 250 ng/mL. Fase movil ACN:

Buffer de fosfatos pH 5.25 (55:45) a 2 mL/min y 254 nm

9.8 Estabilidad de la muestra

Con los siguientes datos, se determind la diferencia entre las muestras a partir de
la prueba de ANAdeVA por cada condicién de temperatura.

En la tabla 17 se muestran los estadigrafos F de Fisher para cada una de las
condiciones de almacenamiento a las que se sometieron las muestras.

Tabla 17. Pruebas F de condiciones para estabilidad de la muestra

Condicién Fcalc Fiablas Conclusién
22°C bajo cero 1.047 Ho no se rechaza
3°C 0.816 Ho no se rechaza
2.848
20°C 0.982 Ho no se rechaza
30°C 0.986 Ho no se rechaza

9.9 Robustez del método

Tabla 18. Valores t de cada efecto de robustez del método

Variable Efecto Error STD del efecto AT tiablas Conclusién

La variable no presenta

pH 0.8547 0.6763 1.26
efecto en la respuesta
hoas  0.2515 0.8637 029 201 | -Avarableno presenta
efecto en la respuesta
Moca 23485 13416 175 La variable no presenta

efecto en la respuesta
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Como se puede observar en la tabla 18, el efecto de la preparacion de la solucion
buffer y del cambio de la longitud de onda 10 nm por debajo y por encima del
método, no presenta un efecto significativo en el ABC obtenido.

Por otro lado, se observé que a longitudes bajas, la glibenclamida absorbe una
cantidad mayor de energia, lo que provoca que la absorbancia observada
aumente considerablemente (aproximadamente un 250%). Esto se debe al
llamado efecto hipsocromico, que establece que en solventes polares, se forman
interacciones débiles entre la molécula y el disolvente, por medio de interacciones
dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido y puentes de hidrégeno, aumentando la
energia en proporcién a la cantidad de glibenclamida que se encuentra disuelta.*

Ademas, se comprobd que, aunque estadisticamente no hay diferencia en la
preparacion de la solucion amortiguadora si se utiliza una o dos sales en su
preparacion, al inyectar una muestra sin diluir, que parte de una solucién con pH
basico (9.5), el poder amortiguador de la solucién con una sal es minimo (ya que
el pH del sistema se eleva hasta 8.5), que si se prepara con dos sales (el pH del
sistema se eleva hasta 6). Se puede apoyar la afirmacion anterior, ya que los
picos obtenidos a partir de la solucion amortiguadora con una sal se encontraban
deformados ligeramente, la asimetria aumentaba aproximadamente un 10%, y la
eficiencia se vefa disminuida alrededor de un 30%.%

9.10 Precision intermedia

Se calcul6 el estadigrafo F de Fisher con el error anidado, por un ANADEVA de
dos factores. Los resultados se muestran en la tabla 19:

Tabla 19. Tabla de ANAdeVA de factores para precision intermedia

Fuente gl SC CM F Fiablas Conclusién
ANALISTA 1 8.442 8.442 3.785 0.094 6.944 Ho no se rechaza
DIA 2 7.852 3.926 1.760 0.094 6.944 Ho no se rechaza
ERROR 20 44612 2.231
Total 23 60.907

Los resultados muestran que el analista y el dia no influyen en el método, ademas
que el error distribuido en el modelo no es estadisticamente significativo para
aumentar el valor de las F calculadas.
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En la tabla 20 se muestra un compilado de los parametros evaluados, criterios de

aceptacion y conclusion

Tabla 20. Compilado general de parametros y conclusiones de la validacion del método
por HPLC de glibenclamida

Parametro

Adecuabilidad del
sistema

Linealidad del sistema

Precisién del sistema

Linealidad del método

Exactitud del método

Robustez

Precisién intermedia

Limite de
cuantificacion

Tiempo de
retencion
Asimetria
Numero de
platos tedricos
Area bajo la
curva
Factor de
capacidad
Coeficiente de
determinacion
(@
F de Fisher
para la
pendiente

CV por nivel

Coeficiente de
determinacion

()
Intervalo de

confianza para la
media

Intervalo de
confianza para la
pendiente
F de Fisher para
el modelo
t de Student
t de Student de
cada efecto
F de Fisher para
cada factor
anidado

t de Student

Criterio de
aceptacion

CV<2%

r? <0.98

Feac > 4.196

CV<2%

r’ <0.98

IC (m)
debe
incluir la
unidad

IC (b) debe

incluir al
cero
I:calc >
4.196

t<1.70

t<2.01
0.094<F
<6.944

t<3.16 en
cada nivel

Resultado

0.958
0.839
0.985

0.408

0.975

0.9973

10474.012

Todos los CV
menores al 2%

0.9975

-0.71 3.04

-29-23  28.50

7947.67

0.07
todas las t
<2.01

F=3.785
F=1.76

el valor de t
es menor

Conclusién

No se rechaza
No se rechaza

No se rechaza

No se rechaza

No se rechaza

No se rechaza

No se rechaza

No se rechaza

No se rechaza

No se rechaza

No se rechaza

No se rechaza
No se rechaza

No se rechaza

No se rechaza
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Tabla 20. Compilado general de parametros y conclusiones de la validacién del método

por HPLC de glibenclamida (continuacion)

Estabilidad de la
muestra

Limite de deteccién

F de Fisher para
cada condicion

DEB

Fcalc <
2.848

-22°C: 1.046
3°C: 0.816
20°C: 0.982
30°C: 0.986
1.27 mUA

No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza
No se rechaza

9.11 Aplicacion a la construcciéon de perfiles de disolucién de glibenclamida

a partir de matrices sol-gel

Una vez que el método fue validado, se evalué su aplicacion al perfil de disolucion
de matrices sol-gel de glibenclamida, las cuales fueron fabricadas con una
concentracion de 22.5 mg de glibenclamida por cada gramo de matriz. Los
resultados de porcentaje disuelto hasta la sexta hora se muestran en la tabla 21:

Tabla 21. Promedios y CV's de porcentajes disueltos

Tiempo

(min)
10
20
30
40
50
60
80
100
120
150
180

240
360
480

Promedio

21.07
31.73
37.51
39.36
40.58
41.51
42.64
43.83
45.11
46.37
46.16
46.98
46.37
47.12

SD

1.66
1.74
1.15
1.48
1.06
1.31
0.92
0.97
1.36
1.49
2.25
2.38
2.02
2.63

CV

7.86
5.47
3.06
3.77
261
3.15
2.17
2.22
3.02
3.21
4.87
5.06
4.36
5.58

Se observa que el método pudo utilizarse para cuantificar la glibenclamida liberada
por la matriz sol-gel, ademéas que los porcentajes disueltos no presentan una

variacion muy grande, como se observa en el grafico tres:
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Disolucion de matrices sol-gel de glibenclamida

% Disuelto

0] 100 200 300 400 500 600

Tiempo (min)

Grafico 3. Perfil de disolucion de matrices sol-gel 22.5 mg/ g. de matriz en 500 mL de medio pH 9.5 con laurilsulfato de

sodio al 0.01%
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10. Conclusiones

En el caso de la glibenclamida, la dificultad de encontrar un medio disolvente en el
cual se pudiera cuantificar con exactitud y precision fue descartada, ademas de
que las condiciones cromatograficas permiten el manejo de las muestras en un
amplio rango de concentraciones.

Se logro disefiar un método cromatografico en donde la glibenclamida tuviera un
tiempo de retencion por debajo de los 7 minutos cumpliendo con los criterios de
inclusion y mejorando muchas otras propuestas de meétodos ya existentes,
ademas de cumplir con los parametros de adecuabilidad del sistema establecidos
por la FEUM.

El método cumpli6 con los pardmetros de validacion, por lo que se pudo
implementar para la cuantificacion de glibenclamida liberada a partir de matrices

sol-gel.

El método es viable para la cuantificacion de glibenclamida en perfiles de
disolucion.
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