Universidad de Chile
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
Departamento de Ciencias y Tecnhologia Farmacéutica

ENSAYOS CROMATOGRAFICOS PARA LA
DETERMINACION DE GLIBENCLAMIDA EN
PLASMA HUMANO

Profesor Director de tesis Profesor Patrocinante de Tesis
Dra. QF Maria Nella Gai H. Dr. QF Aquiles Arancibia O.
Departamento de Ciencias Departamento de Ciencias

y Tecnologia Farmacéutica y Tecnologia Farmacéutica

Memoria presentada para optar al titulo de Quimico Farmacéutico de la
Universidad de Chile

CHRISTIAN ANDRES GALLARDO CORREA

Santiago, Chile
Diciembre 2006



DEDICATORIA

A mi familia



AGRADECIMIENTOS

A Dios.

A mis padres y hermanas, por su carifio y apoyo incondicional.

A Catalina, cuya compaiiia fue siempre muy reconfortante para el desarrollo de
mi tesis durante este largo periodo.

A mi familia, quienes siempre me incentivan con mucha alegria e interés desde
el comienzo de mis estudios.

A mi Tata, quien fue una especie de mecenas moderno durante gran parte de
mi trayecto universitario

A mis amigos, por hacerme sentir mas inteligente y capaz de lo que realmente
me considero.

A todas y cada una de las personas que trabajan en el CEDETEF, por
brindarme siempre un acogedor y grato ambiente de trabajo para el desarrollo
de este estudio.

A la profesora Nalda Romero, por su gran disposicion al facilitarme el equipo
necesario para poder realizar los ensayos de fluorometria.

Por ultimo quisiera agradecer a mi directora de tesis, la profesora Maria Nella
Gai, por su voluntad y capacidad al momento de enfrentar y resolver los
problemas de una manera siempre muy cordial. Porque con su enorme
dominio sobre la materia contribuyd en complementar y mejorar los

conocimientos que adquiri durante la carrera.



INDICE

DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
INDICE
INDICE DE ILUSTRACIONES Y CUADROS
RESUMEN
SUMMARY
|. INTRODUCCION
II. OBJETIVOS
Objetivos generales
Objetivos especificos
lll. MATERIALES
IV. METODOLOGIAS

Establecimiento de las condiciones cromatogréaficas
Establecimiento de un protocolo de medicion
Preparacién de las soluciones de trabajo

Preparacion de muestras plasméaticas

Caracterizacion del proceso de extraccion

V. RESULTADOS Y DISCUSIONES
Condiciones cromatograficas
Metodologias de extraccion
Caracteristicas de la metodologia

VI. CONCLUSIONES

VIl. BIBLIOGRAFIA



Figura N°1
Figura N°2
Tabla N°1
Tabla N°2
Tabla N°3
Tabla N°4
Tabla N°5
Figura N°3

Tabla N°6
Tabla N°7

Figura N°4

Tabla N°8

Figura N°5

Figura N°6

Figura N°7

Figura N°8

INDICE DE ILUSTRACIONES Y CUADROS

Pagina
: Estructura molecular de la Glibenclamida ... 10
: Estructura molecular del Ketoconazol ... 11
: Descripcién de los estandares de trabajo ... 16
: Condiciones cromatograficas ... 17
: Fases méviles ensayadas ... 18
: Preparacion de muestras plasméaticas ... 23

: Modificaciones al método de extraccion en fase sélida original

..... 24
: Cromatograma de un plasma blanco v/s cromatograma del
punto de 160 ng/mL de la curva de Glibenclamida ... 27
: Rendimientos de los diferentes métodos de extraccion  ..... 31

: Respuesta y variacién de las concentraciones ensayadas de
Glibenclamida medidas con deteccion fluorométrica
. Grafica de respuesta v/s concentracion medidas con deteccion
fluorométrica
: Respuesta y variacién de las concentraciones ensayadas de
Glibenclamida medidas con deteccion ultravioleta
. Gréfica de respuesta v/s concentracion medidas con deteccion
ultravioleta
: Cromatogramas de deteccién ultravioleta para concentraciones
de Glibenclamida de 10ng/mL y 20ng/mL

: Grafica de respuesta v/s A, ensayado con el detector ultravioleta

: Barrido de A para Glibenclamida



RESUMEN

La Glibenclamida es una potente sulfonilurea de segunda generacion,
bastante eficaz para el tratamiento de la Diabetes mellitus tipo 2, patologia de

alta incidencia en la poblacion [1].

Este trabajo postuldé a la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
con deteccion fluorométrica como un método idoneo para la determinacion y
cuantificacion de Glibenclamida en plasma usando Ketoconazol como

estandar interno [2].

Las condiciones cromatograficas empleadas fueron: una columna Cs de
5um en tamafio de particula, una fase movil compuesta de un buffer
(NH4)H2PO4 0,05 M pH 5,7 y acetonitrilo 55/45, un flujo de 1 mL/min y un
detector fluorométrico configurado con un A de excitacién de 235 y un A de
emision de 354 [2].

Con este esquema se realizaron los primeros ensayos para ver si el sistema
cromatografico y el detector propuestos eran idoneos para el desarrollo de este
estudio. Los primeros ensayos sobre soluciones estandares de Glibenclamida
exhibieron buenos resultados en parametros como sensibilidad (limite de
cuantificacion = 10 ng/mL) y linealidad (r = 0,9998) en la respuesta del equipo,
ademas de determinar que las soluciones de Glibenclamida presentaban una

alta estabilidad (méas de un mes)

Posteriormente se midieron muestras plasmaticas de Glibenclamida,

observandose que el método propuesto era capaz de identificar y cuantificar al



analito inmerso en su matriz, pero con el detalle de arrojar bajos valores en la

recuperacion de éste.

Se caracteriz6 y desarroll6 un método de extraccion de los analitos
(Glibenclamida y Ketoconazol) desde su matriz, que consistio en realizar una
precipitacion de proteinas plasmaticas utilizando Acetonitrilo y sulfato de cobre
como agentes precipitantes [2]. Método que arroj6 los valores mas
satisfactorios en cuanto a recuperacion (84% para Glibenclamida y 70% para
Ketoconazol) con respecto a los métodos ensayados en las primeras etapas de

este estudio, extraccidon en fase solida (SPE) y extraccion liquido-liquido [3-6].

Por ultimo, tras experimentar la descompostura del detector fluorométrico
utilizado en las mediciones, se intentd acoplar el sistema HPLC ya establecido
a un detector ultravioleta, lo que resultd ser insatisfactorio debido a la baja
sensibilidad que presenta este tipo de detector (limite de cuantificacion = 40 ng
/mL) para la medicion de Glibenclamida en las concentraciones establecidas

para el estudio [4].



SUMMARY

“CHROMATOGRAPHIC ASSAYS FOR THE DETERMINATION OF
GLYBURIDE IN HUMAN PLASMA”

Glyburide is a potent sulphonylurea from second generation quite effective
for the treatment of type 2 diabetes mellitus, disease of high incidence in the
population [1].

This study postulated to High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
with fluorescence detection, as a suitable method for the determination and

guantitation of Glyburide in plasma using Ketoconazole as internal standard [2].

The used chromatographic conditions were: a scanning fluorescence
detector with excitation and emission wavelengths set at 235nm and 354nm
respectively, a Cs column packed with 5um particle size, and a mobile phase
consisted of 55% buffer solution ( 0,05M (NH4)H2PO4 pH 5,7) and 45% of
acetonitrile, pumped at 1mL/min flow rate [2].

With these conditions the first tests were made to see if the proposed
chromatographic system was suitable for the development of this study. The
tests on standard solutions of Glyburide showed good results in parameters like
sensitivity (LOQ = 10ng/mL) and linearity (r = 0,9998). Beside to determine that
the solutions of Glyburide displayed a high stability ( more of a month ).

Later, plasma samples of Glyburide were measured, being observed that
the proposed method was able to identify and quantify the drug immersed in its
biological matrix, but the problem was the low values obtained in the recovery
of Glyburide.



A method of extraction of drugs (Glyburide and Ketoconazole) from its
matrix was characterized and developed, that consisted of making a plasma
protein precipitation using acetonitrile and copper sulphate as precipitant
agents [2]. This method obtained the most satisfactory values in recovery of
drugs (Glyburide: 84% and Ketoconazole: 70%) respect to methods tried in the
first stages of this study: Solid-Phase Extraction (SPE) and liquid-liquid
extraction [3-6].

Finally, after undergoing the breakdown of the used fluorescence detector in
the measurements, it was tried to connect the HPLC system already
established to an UV-detector, wich turned out to be unsatisfactory due to its
low sensitivity ( LOQ = 40ng/mL ) for the measurement of Glyburide at the

concentrations established for the study [4].



l. INTRODUCCION

La Glibenclamida es un farmaco que se clasifica como una sulfonilurea de
segunda generacion bastante eficaz en el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo 2 [1]. Actua sobre las células B del pancreas, especificamente sobre los
canales de potasio sensibles al aumento de ATP produciendo la exocitosis de
las vesiculas que contienen insulina traduciéndose en una disminucion de los

niveles de glucosa sanguineos [7].

Presenta una rapida absorcién después de una ingesta oral alcanzando su
concentracion maxima alrededor de las cuatro horas; posee una alta union a
proteinas plasmaticas (99%), un volumen de distribucion aproximado de 0,3
L/Kg y una vida media que bordea las 10 horas. Su principales metabolitos
resultan de la hidroxilacién en 3-cis y 4-trans del anillo ciclohexil [1,8].

La ventaja de este farmaco con respecto a las sulfonilureas de primera
generacion es su potencia, es decir, lograr un efecto satisfactorio con

pequeifias dosis que no superan los 10 mg por comprimidos [1].

Estas propiedades lo convierten en un farmaco de alto recetaje ya que
combate una de las enfermedades crénicas no transmisibles con mayor
prevalencia en la poblacién. Por lo tanto resulta Gtil y necesario realizar
estudios clinicos sobre la biodisponibilidad y la bioequivalencia de las formas

farmacéuticas que contienen Glibenclamida.
Los estudios antes mencionados se realizan utlizando métodos

farmacocinéticos que se basan en el analisis de las concentraciones

plasmaticas del farmaco durante un intervalo de tiempo determinado. Un
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aspecto fundamental para el correcto desarrollo de estos estudios es contar
con una metodologia analitica que garantice total validez en sus resultados
[12].

Existen diversos métodos descritos para la determinacion de Glibenclamida
en plasma como lo son: espectrofotometria, colorimetria, GLC,
radioinmunoensayo y HPLC con deteccion ultravioleta y fluorométrica [2-6].
Este ultimo método presenta mayores ventajas sobre los otros mencionados

en parametros como selectividad, especificidad y sensibilidad.
Es por eso que este trabajo propone establecer una metodologia mediante
HPLC con deteccion fluorométrica para la cuantificacion de Glibenclamida en

plasma utilizando Ketoconazol como estandar interno, a través de la

realizacion de diversos ensayos analiticos [2].
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Figura 1. Estructura molecular de la Glibenclamida [8]
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Figura 2. Estructura molecular del Ketoconazol [8]
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II. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
e Desarrollar una metodologia para la cuantificacién de Glibenclamida en
plasma humano utilizando cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) con deteccidn fluorométrica

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer las condiciones cromatograficas optimas para el desarrollo

de la metodologia

e Establecer un método eficaz en la extraccion de la Glibenclamida desde

Su matriz
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lll. MATERIALES

3.1. EQUIPOS

e Bomba HPLC marca Merck-Hitachi modelo L-6000A

e Bomba HPLC marca Merck-Hitachi modelo L-7110

e Detector fluorométrico marca Merck-Hitachi modelo F-1080

e Detector fluorométrico marca Merck-Hitachi modelo F-1050

e Detector ultravioleta-visible marca Merck-Hitachi modelo L-4200

e Integrador cromatografico marca Merck-Hitachi modelo D-2500

e Balanza analitica marca Sartorius modelo R 200D

e Columna marca Merck, LiChroCART 250 x 4,6 mm, LiChrospher Cs,
5 um

e Bomba de vacio marca Millipore modelo IR 37697

e Bafo termorregulado marca Haake modelo DC 3

e Potenciometro marca Orion modelo 420A

e Centrifuga marca Hettich modelo EBA 20

e Agitador magnético marca Ika-Combimag RCH

e Vortex marca Lab-Line Instrument Inc. Modelo Super Mixer

e Estufa para secado de material marca Memmert

e Bafio ultrasénico marca ElIma modelo Transsonic Digital

e Camara reguladora de vacio marca Varian modelo Vac-Elut

e Clarity Chromatography Software programa computacional para el

calculo y manejo de resultados en equipos de HPLC
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3.2 INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

e Cartridges de extraccion en fase sélida C8 de 1 mL y 3mL de capacidad
marca Waters modelo OASIS

e Micropipetas de 50 — 250 pL y 200 — 1000 pL de capacidad marca
Brand modelo Transferpette

e Micropipeta de 50 — 250 pL de capacidad marca Hirschmann EM
modelo Labopette

e Jeringas de 50 pL, 100 pL y 250 pL de capacidad marca Hamilton

¢ Pipetas Pasteur marca Hirschmann EM

e Porta-filtros tipo swinnex marca Millipore

e Filtros GVWP de 0,22 pm marca Millipore

e Sellos Parafilm

e Magneto para agitacion

3.3 MATERIAL DE VIDRIO

e Frascos de vidrio tapa rosca de 500 mL y 1000 mL

e Matraces aforados de 25 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL y 500 mL

e Matraces Enlermeyer de 100 mL y 250 mL

e Pipetas volumétricasde 1 mL, 2 mL, 4 mL, 5mL, 6 mL, 8 mL y 10 mL
e Probeta de 50 mL

e Tubos conicos

e Tubos de ensayo

e Tubos tapa rosca

e Varilla de vidrio

e Vasos precipitados de 250 mL y 1000 mL
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3.4 REACTIVOS

e Nitrégeno extra puro (99,995% pureza) marca AGA

e Acetonitrilo C2HsN grado HPLC marca Merck
e Acetonitrilo C2HsN grado HPLC marca Fischer-Chemical
e Metanol CH40O grado HPLC marca Merck
e Metanol CH4O grado HPLC marca Fischer-Chemical
e Tolueno C7Hs grado HPLC marca Merck
e Diclorometano CH2Cl2 grado HPLC marca Merck

e Acido Clorhidrico fumante 37% HCI pro analisis marca Merck

e Amoniaco NHs pro analisis marca Merck

e Agua bidestilada preparada en CEDETEF

e Fosfato monobasico de amonio (NH4)H2PO4 pro analisis marca Merck
e Fosfato monobasico de sodio  NaH2POas pro analisis marca Merck

e Sulfato de cobre  CuSO4 x 5H20 pro analisis marca Merck
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3.5 ESTANDARES DE TRABAJO

Para el desarrollo del trabajo se utilizaron estandares secundarios

provenientes de laboratorios nacionales.

Tabla N°1. Descripcion de los estandares de trabajo [8,9]

DCI Glibenclamida Ketoconazol
IUPAC 5-Cloro-N-[2-[4 Cis-1-acetil-4-[4-[[2-(2,4-
[[[(ciclohexilamino)carbonilla | diclorofenil)-2-(1H-imidazol-
mino]sulfonil]-fenil]etil]-2- lil-metil)-1,3-dioxolano-4-
metoxibenzamida illmetoxi]fenil]piperazina
Formula C23H28CIN30sS C26H28Cl2N40O4
molecular
Peso molecular 494,019 531,409
Potencia 99,7 % 99,9 %
Procedencia Laboratorios Chile Laboratorios Saval
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V. METODOLOGIAS

4.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Después de revisar la bibliografia sobre la cuantificacion de Glibenclamida
por HPLC se establecié la siguiente configuracion de analisis cromatografico
[2,3]:

Tabla N°2. Condiciones cromatogréficas
Columna . dimensiones 250 mm x 4,6 mm, polaridad Cs, tamafio de

particula 5 pm
Fase movil : (NH4)H2PO4 0,05 M pH 5,7 / acetonitrilo  55/45
Loop : 200pL
Flujo : 1 mL/min
Temperatura : ambiente
ultravioleta ~ —— A =230

Detector

fluorométrico — Aexcitacion = 235, Aemision = 354

La fase mévil antes sefialada se obtuvo en un tercer intento tras probar las

siguientes fases:
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Tabla N°3. Fases mdviles ensayadas [2,5]

(NH4)H2PO4 0,05 M pH 5,7 / acetonitrilo /
metanol  45/40/15

Tiempos de retencion tardios

(NH4)H2PO4 0,05 M pH 5,7 / acetonitrilo
50/50

Aparicion solapada del peak
de Glibenclamida con un
peak endogeno de la matriz

El resto de los parametros cromatogréaficos fueron los mismos desde el

inicio del estudio

4.2 ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO DE MEDICION

Para obtener un método uniforme y ordenado se establecié la siguiente

pauta de medicion:

Purgar la bomba con fase mévil durante 30 segundos

Ambientar la columna con fase movil al mismo flujo de trabajo durante
20 minutos

Ajustar la respuesta del detector a cero (auto-cero)

Realizar un test-run para medir el ruido en la respuesta del detector. Si
este valor es menor o igual a 15 para deteccion fluorométrica y es
menor o igual a 6 en caso de deteccion ultravioleta, se considera
satisfactorio y se contindia con el proceso

Las inyecciones de las muestras al equipo realizarlas siempre desde las
menos concentradas hasta las mas concentradas, enjuagando la jeringa
con acetonitrilo entre cada una

Una vez finalizadas las mediciones, purgar la bomba con agua

bidestilada por 30 segundos
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e Lavar la columna con agua bidestilada a un flujo de 0,5 mL/min durante
20 minutos

e Purgar la bomba con la solucion de metanol/agua bidestilada 30/70

e Lavar la columna con la solucibn de metanol/agua bidestilada 30/70 a
un flujo de 0,5 mL/min durante 20 minutos

e Lavar el inyector con agua bidestilada en posicién “Load” y en posicidén

“Inject”, tres veces cada uno.

Lavar con agua bidestilada cada piston de la bomba tres veces

Lavar la jeringa con metanol antes de guardarla

Ademas de utilizar la pauta antes descrita, el proceso de lavado del material
empleado en la preparaciéon de muestras biolégicas también estaba normado,
para garantizar asi la prevencién de contaminantes proveniente de muestras

anteriores adheridas al material de trabajo.
4.3 PREPARACION DE SOLUCIONES DE TRABAJO

Para disminuir al maximo los errores en la preparacion de las soluciones de
trabajo, se realizaban calibraciones periddicas a la balanza analitica y al las
micropipetas segun lo indicaban las pautas de los procedimientos de operacion
estandar ( POE ) del CEDETEF [10,11].
4.3.1 Preparacion de las soluciones stock de Glibenclamida

Pesar 50 mg de Glibenclamida y llevarlos a un matraz aforado de 200 mL,

completandose el volumen con acetonitrilo. Se obtiene asi una solucion de 250

pg/mL que llamamos solucion madre de Glibenclamida (SM).
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Medir 8 mL de la solucion madre de Glibenclamida y llevarlos a un matraz
aforado de 100 mL, completandose el volumen con acetonitrilo. Se obtiene asi

una solucion de 20 pg/mL que llamamos solucion stock cero (STO).

Desde la solucién stock cero se toman alicuotas de 1 mL, 4 mL y 16 mL
llevandose a tres matraces aforados de 100 mL cada una, obteniéndose asi
tres soluciones de 200 ng/mL, 800 ng/mL y 3,2 pg/mL nombrandose como
ST1, ST2 y ST3 respectivamente.

4.3.2 Preparacion de la solucion stock de Ketoconazol

Pesar 30 mg de Ketoconazol y llevarlos a un matraz aforado de 50 mL,
completandose el volumen con acetonitrilo. Se obtiene asi una solucién de 600
png/mL que llamamos solucion madre de Ketoconazol (SMK).
Medir 2 mL de la solucion madre de Ketoconazol y llevarlos a un matraz
aforado de 50 mL, completdndose el volumen con acetonitrilo. Se obtiene asi
una solucion de 24 pg/mL que llamamos solucion stock de Ketoconazol (STK).
4.3.3 Preparacioén de la solucién de NH4OH al 20 % v/v

Medir 5 mL de amoniaco concentrado y llevarlos a un matraz aforado de 25
mL, completdndose el volumen con agua bidestilada. Se obtiene asi una

solucion de amoniaco al 20 % v/v que llamamos solucion de amoniaco diluido.

4.3.4 Preparacion de la solucion de CuSOs al 5 % p/v
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Pesar 5g de sulfato de cobre y llevarlos a un matraz aforado de 100 mL,
completandose el volumen con agua bidestilada. Luego se agita hasta total

disolucion, obteniéndose asi una solucion de sulfato de cobre al 5 % p/v.

4.3.5 Preparacion de la solucion de NaH2PO4 2,55 M

Pesar 35,199 de fosfato monobéasico de sodio y llevarlos a un matraz
aforado de 100 mL, completandose el volumen con agua bidestilada. Luego se
agita hasta disolucién complementandose con 20 minutos de bafio ultrasoénico.

Se obtiene asi una solucidon de fosfato monobasico de sodio 2,55 M.

4.3.6 Preparacion de una solucién de HCI 0,1 M

Medir 1 mL de acido clorhidrico fumante al 37 % y llevarlo a un matraz
aforado de 100 mL, completdndose el volumen con agua bidestilada. Se
obtiene asi una solucién de acido clorhidrico 0,1 M.

4.3.7 Preparacion de la fase movil (NH4)H2PO4 0,05 M pH 5,7 / acetonitrilo
55/45

e Pesar 3,16 g de (NH4)H2PO4

e Transferir toda la sal a un matraz aforado de 500 mL, completando el
volumen con agua bidestilada y agitar

e Vertir el contenido del matraz aforado a un vaso precipitado de 1000 mL

e Agregar 50 mL de agua bidestilada medida volumétricamente

e Colocar los 550 mL de solucién bajo la lectura de un potenciémetro y
agregar solucion de amoniaco diluido con pipeta Pasteur hasta obtener
pH 5,7

e Agregar 450 mL de acetonitrilo sobre la solucion recién ajustada
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e Pasar la fase movil a través del filtro Millipore aplicando vacio
e Recibir la fase filtrada en un matraz Kitasato con agitacion magnética
e Envasar la fase en un frasco de vidrio con tapa rosca y cerrarlo

e Rotular el frasco con la informacion correspondiente

4.3.8 Preparacion de una solucién de acetonitrilo/agua bidestilada 30/70

Medir 15 mL de acetonitrilo en una probeta de 50 mL, completandose el
volumen con agua bidestilada. Se obtiene asi una solucion de acetonitrilo al

30% v/v que llamamos solucion de acetonitrilo/agua bidestilada 30/70.

4.3.9 Preparacion de una solucion de lavado metanol/agua bidestilada
30/70

Medir 150 mL de metanol y llevarlo a un vaso precipitado de 1000 mL,
luego agregar 350 mL de agua bidestilada y pasar la solucion por filtro Millipore

aplicando vacio. Recoger en un matraz Kitasato con agitacion magnética.

4.4 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PLASMATICAS

A partir de los datos sobre el perfil de concentraciones plasmaticas
alcanzadas después de la ingesta oral de 2,5 mg de Glibenclamida
encontradas en bibliografia, se prepararon muestras plasmaticas para obtener
una curva con las siguientes concentraciones [5]:

10 ng/mL — 20 ng/mL — 40 ng/mL — 80 ng/mL — 160 ng/mL — 320 ng/mL

Las muestras se preparan como lo muestra la siguiente tabla, luego de

agregar los estandares sobre el plasma blanco se agitan en vortex por 30

segundos.
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Tabla N°4. Preparacion de muestras plasméticas

Punto de la Plasma blanco Glibenclamida Ketoconazol
curva
10 ng/mL 500 pL 25 uL de ST1 25 yL de STK
20 ng/mL 500 pL 50 puL de ST1 25 pyL de STK
40 ng/mL 500 pL 25 pyL de ST2 25 puL de STK
80 ng/mL 500 pL 50 yL de ST2 25 yL de STK
160 ng/mL 500 pL 25 pL de ST3 25 pL de STK
320 ng/mL 500 pL 50 pL de ST3 25 puL de STK

4.5 CARACTERIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION
4.5.1 Extraccion en fase solida

Para esta metodologia se utiliz6 la siguiente secuencia, dejando pasar

siempre todo el solvente entre un paso y otro:

Agregar 1 mL de acetonitrilo A
Agregar 1 mL de agua bidestilada A
Agregar 500 pL de HCI 0,1 M A
Agregar la muestra R
L
L

Agregar 1 mL de agua bidestilada

~ 0o 2 0 T p

Agregar 1 mL de solucion de acetonitrilo/agua bidestilada 30/70
Cambiar el tubo y colocar uno conico limpio, seco y debidamente

©

rotulado
h. Agregar 500 pL de acetonitrilo E
i. Colocar la muestra en bafio termorregulado a 45°C bajo corriente de

nitrogeno

-23-



j.  Redisolver la muestra en 250 yL de fase movil

k. Inyectar 200 L al equipo

A: fase de activacion del cartridge
R: fase de retencion de los analitos
L: fase de lavado del cartridge

E: fase de elucion de los analitos desde el cartridge

Sobre este esquema se realizaron seis modificaciones con la finalidad de

mejorar el rendimiento de la extraccion.

Tabla N°5. Modificaciones al método de extraccion en fase solida original

Paso a. Paso b. | Paso c. | Paso e. Paso f. | Paso h.
1 |igual igual igual igual omitido | igual
2 | igual igual igual igual igual 1000 pL
3 | igual igual igual igual igual 1500 pL
4|1 mL | igual omitido | 1 mL metanol | omitido | 1000 pL de
metanol al 5% en agua metanol
5 | igual igual omitido | igual omitido | igual
igual igual omitido | igual igual igual

También se realizaron ensayos reemplazando los cartridges por unos de
iguales caracteristicas pero de mayor capacidad (3mL). Al no lograr satisfacer
los niveles de recuperacion establecidos por la FDA para la validacion de
meétodos bioanaliticos se procedi6 a ensayar métodos de extraccion

alternativos [12].
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4.5.2 Extraccion liquido-liquido

Esta metodologia se desarroll6 bajo el siguiente esquema:

e Agregar 1 mL de NaH2PO4 2,55 M sobre la muestra y agitar en vortex
por 30 segundos

e Agregar 8 mL de tolueno

e Agitar enérgicamente en forma manual durante 3 minutos

e Centrifugar a 2200 rpm por 10 minutos

e Tomar la fase superior organica y filtrarla por swinnex

e Recoger en tubo cénico y evaporar en bafio termorregulado a 45°C bajo
corriente de nitrdgeno

e Redisolver la muestra en 250 pL de fase movil

e Inyectar 200 pL al equipo

También se ensay0 otra extraccion liquido-liquido manteniendo el mismo

esquema anterior, pero utilizando diclorometano en vez de tolueno [6].

4.5.3 Precipitacién de proteinas

Esta metodologia se desarroll6 bajo el siguiente esquema:

e Agregar 50 pL de solucion de CuSOa4 al 5% sobre la muestra
e Agregar 500 pL de acetonitrilo

e Agitar suavemente por 30 segundos

e Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos

e Tomar el sobrenadante vy filtrarlo por swinnex
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Recoger en tubo conico y evaporar en bafio termorregulado a 45°C bajo
corriente de nitrogeno
Redisolver en 250 pL de fase movil

Inyectar 200 pL al equipo
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Con las condiciones cromatograficas descritas en la tabla N°2 (deteccion

fluorométrica) se logro obtener el siguiente resultados cromatogréfico.
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Figura N°3. Cromatograma de un plasma blanco v/s cromatograma del punto de 160
ng/mL de la curva de Glibenclamida.
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En el cromatograma de la derecha se aprecia la sefal de la Glibenclamida

(9,46 min) y la sefal del Ketoconazol (20,15 min).

La figura N°3 muestra la capacidad que tiene el método para identificar y
cuantificar a los analitos dentro de su matriz. La guia para la validacion de
meétodos bioanaliticos de la FDA propone realizar este ensayo a lo menos con
seis plasmas diferentes como uno de los requisitos para validar la metodologia
[12].

5.2 METODOLOGIAS DE EXTRACCION

Para el célculo del porcentaje de recuperaciéon de los analitos se empleé la

siguiente formula:

% de recuperacion = é&rea del peak del analito en muestra extraida x 100
area del peak del analito en muestra no extraida

La diferencia entre las muestras extraidas y las no extraidas radica en la
oportunidad en que se agregan los estandares [12]. En las muestras extraidas
los estandares se agregan antes de realizar el proceso de extraccion, en
cambio, en las muestras no extraidas los estdndares se agregan sobre la

muestra ya extraida y lista para evaporar.
5.2.1 Extraccioén en fase sélida

Esta técnica de extraccion se basa en el poder de retencion que ejerce la
fase solida del cartridge sobre los analitos de interés que se encuentran

distribuidos en la matriz. En este caso, plasma que se hace pasar a través del

relleno solido del cartridge.
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Los ensayos que se realizaron en una primera instancia con este método,
no arrojaron niveles de extraccion satisfactorios, por lo que se procediéo a
realizar cambios en algunas etapas de la metodologia de extraccion que se

mencionan en la tabla N° 5.

Estos ensayos se realizaron bajo la sospecha de que:

El volumen de elucion no era suficiente para remover todo el analito

e Los lavados que se realizaban sobre el cartridge previo a la elucion,
podrian remover analito

e La activacion del cartridge con HCI podria disminuir la eficacia del
relleno en la retencién de los analitos

e La cantidad de fase sélida no era suficiente para la extraccion de las

muestras

El rendimiento de la extraccion no varid con la realizacion de todos estos
cambios, ademas este método presentaba problemas con respecto a su
uniformidad, ya que no todos los cartridges ofrecian la misma resistencia al

paso de la muestra llegando incluso a taparse algunos por completo.

Esto incidia en que el tiempo de residencia de la muestra no era igual para
todos los cartridges, al igual que la magnitud de vacio que se debia aplicar
para cada uno. Por lo que se decidi6 probar con otra metodologia de

extraccion.
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5.2.2 Extraccién liquido-liquido

Esta técnica de extraccion se basa en la solubilidad que presenta el
solvente de extraccion sobre los analitos, haciéndolos abandonar su matriz y

disolverse en la fase organica.

Se emplearon dos solventes diferentes: tolueno y diclorometano. Estos

arrojaron resultados menos satisfactorios que la extraccion en fase sélida.

La baja eficiencia en estas extracciones podria radicar en que la bibliografia
describe generalmente para estos procesos la utilizacion de equipos de
agitacion reciproca por un periodo de 30 minutos [4-6]. En cambio, en el

proceso realizado en este trabajo se agitaba en forma manual por 3 minutos.

5.2.3 Precipitacion de Proteinas

Este método se basa en la propiedad que tiene el acetonitrilo en precipitar
las proteinas plasmaticas ayudado por el sulfato de cobre que con sus
propiedades de electrolito se solvata y quita agua del medio plasmatico,

facilitando la precipitacion de proteinas y la liberacién de los analitos.

Este método entregd los mejores porcentajes de recuperacion de las
metodologias ensayadas y ademas presenta ventajas con respecto a los
anteriores en cuanto a tiempo y costos, factores que resultan atractivos
pensando en que esta metodologia podria emplearse en un potencial estudio
de biodisponibilidad o bioequivalencia, estudios en donde se procesan un alto

namero de muestras [2].
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Tabla N°6. Rendimientos de los diferentes métodos de extraccion

Método de extraccion

Porcentaje promedio de

recuperacion de

Porcentaje promedio de

recuperacion de

Glibenclamida Ketoconazol
Extraccion en fase 38 % 97 %
solida
Extraccion 31% 13 %
liquido-liquido
Precipitacion de 84 % 70 %

proteinas

También cabe complementar, que mientras mas etapas tenga la
preparacion de una muestra plasmatica, mas son las ocasiones que existen
para que el método sufra pequefios errores [13]. Por ello resulta también atil, el

método de precipitacion de proteinas.

5.3 CARACTERISTICAS DE LA METODOLOGIA

Producto de los diversos ensayos analiticos realizados se pudieron

establecer algunas propiedades
5.3.1 Estabilidad de las soluciones stock de Glibenclamida

Las soluciones stock de Glibenclamida como la de Ketoconazol resultaron
ser bastante estables ya que mantenian su concentraciéon por mas de un mes.

Su almacenaje consistia sélo en dejarlas tapadas dentro del mueble donde se

guardaban, a diferencia de otros estudios en donde las soluciones stock son
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mas sensibles a la degradacién, por lo que se deben tomar precauciones como

protegerlas de la luz, refrigerarlas, o simplemente prepararlas a diario.

5.3.2 Respuesta del detector fluorométrico en el intervalo de

concentraciones de trabajo

Al medir las concentraciones de Glibenclamida entre 10 ng/mL y 320 ng/mL,
utilizando soluciones puras, se observa que la respuesta del detector es

satisfactoria para una correcta cuantificacion del analito.

Tabla N°7. Respuesta y variacion de las concentraciones ensayadas de Glibenclamida
medidas con deteccion fluorométrica

Concentracion de Respuesta promedio Coeficiente de
Glibenclamida variacion
10 ng/mL 30577 4,19 %
20 ng/mL 57672 2,22%
40 ng/mL 111482 2,01 %
80 ng/mL 219482 1,02 %
160 ng/mL 451122 0,33 %
320 ng/mL 878473 1,27 %
Area del peak = 2745,5 x [Glibenclamida] + 3194,4 r=0,9998
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Figura N°4. Gréfica de respuesta v/s concentracion medidas con deteccion
fluorométrica

tabla y el gréfico anteriores se pueden establecer propiedades como:

Linealidad: este parametro resulta muy importante ya que mientras mas
lineal sea la respuesta del equipo, menor es el error por interpolacion
gue se comete al calcular la concentracion de futuras muestras reales
[13,14]. En este caso el valor del coeficiente de correlacion es de 0,9998
lo que, conjuntamente con la visualizacion gréfica, exhibe un
comportamiento bastante recto.

Una vez que se realiza esta misma curva, pero cuantificando al analito
presente en una matriz biolégica, en este caso muestras plasmaticas, se
considera una curva valida sélo si su coeficiente de correlacion es
mayor o igual a 0,95 [12]. Esta permisividad en la baja del valor del
coeficiente, se debe a que los procesos en el tratamiento de la muestra
y las interferencias enddgenas de la matriz alteran en parte los valores

obtenidos utilizando de la curva preparada en base a soluciones puras.
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e Precision: este importante parametro da cuenta del grado de dispersion
de los valores con respecto a un valor central. Para establecer como
valido un método analitico que utiliza muestras biolégicas, se exige que
el coeficiente de variacion para cada punto de la curva de calibracion no
exceda el 15 %, aumentandose a 20 % para la concentracion mas
pequefa [12].

En este caso la variacion encontrada es baja, lo que augura una buena
reproducibilidad del método, aunque recordando siempre que la
medicidbn hecha sobre muestras reales debiera arrojar valores de

variacion mas altos.

e Limite de cuantificacion: Se entiende como la concentracion mas baja

que puede ser determinada en forma precisa y exacta. En la validacion
de métodos bioanaliticos se usa a menudo hacer coincidir este
pardmetro con el punto de menor valor de la curva de calibracion [12].

En este caso, por el valor en la respuesta del equipo y en el coeficiente
de variacion para el menor de los puntos, se podria inferir que el limite

de cuantificacion podria ser aun menor.

5.3.3 Respuesta del detector ultravioleta en el intervalo de

concentraciones de trabajo

Al experimentar la descompostura del detector fluorométrico con el que se
realizaban las mediciones y basandose en algunas bibliografias [3,5,6]. Se
intentd probar si la deteccion ultravioleta acoplada al sistema HPLC ya
establecido era un mecanismo satisfactorio para la cuantificacion de

Glibenclamida plasmatica.
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Una de las desventajas que posee el detector ultravioleta con respecto al
fluorométrico es su sensibilidad [13,14]. Desde concentraciones menores a 50
ng/mL arroja sefiales muy bajas lo que se traduce en una cuantificacién poco

confiable y una alta variabilidad en la reproducibilidad de los datos.

Tabla N°8. Respuesta y variacion de las concentraciones ensayadas de Glibenclamida
medidas con deteccion ultravioleta

Concentracion de Respuesta promedio Coeficiente de
Glibenclamida variacion
10 ng/mL sinsefial | = -
20 ng/mL sinsefal | @ -
40 ng/mL 4184 17,15 %
80 ng/mL 11660 3,99 %
160 ng/mL 19136 5,36 %
320 ng/mL 38001 4,28 %
Area del peak = 116,85 x [Glibenclamida] + 717,71 r=0,9935
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Respuesta del detector ultravioleta
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Figura N°5. Gréfica de respuesta v/s concentracion medidas con deteccion
ultravioleta

De la tabla y el grafico anteriores se pudo comprobar que el detector
ultravioleta no es un instrumento de medicién indicado para este estudio, ya

gue no detecta las concentraciones de Glibenclamida de 10ng/mL y 20ng/mL.

Ademas cabe destacar que si comparamos su desempefio con respecto al

detector fluorométrico, entrega mayor variacion, menor linealidad y menor
limite de cuantificacion.
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Figura N°6. Cromatogramas de deteccion ultravioleta para concentraciones de

Glibenclamida de 10ng/mL y 20ng/mL respectivamente

Esta figura muestra la incapacidad del detector ultravioleta para medir las

concentraciones mas bajas de Glibenclamida
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Sobre la base de métodos que si han logrado cuantificar exitosamente
Glibenclamida plasmatica utilizando deteccidn ultravioleta y observando que la
respuesta de este detector cubre 4 de los 6 puntos de la curva de calibracion,
se intenté encontrar un A de medicidn que aumentara la respuesta del equipo

suponiendo quizas, que el A con el que se trabajaba no correspondia a la
maxima absorcion del analito [3,5,6].

Por ello se realizaron mediciones utilizando los siguientes valores de A:
220 — 225 — 228 — 230 — 232 — 235 — 240

Respuesta v/s A
40000 -
35000 2
x /
% 30000 \-\
2 25000 F/:/ —
S 20000
© 15000
< 10000
5000
0 T T T T T 1
215 220 225 230 235 240 245
A

Figura N°7. Grafica de respuesta V/s 4, ensayado con el detector ultravioleta

Esta grafica nos indica que el A de trabajo era el indicado, y ademas
podemos ver que se relaciona bastante con los datos bibliograficos que se
refieren a la maxima absorcion de la Glibenclamida que se alcanza

aproximadamente a los 230nm como lo muestra la siguiente figura [8]:
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Figura N°8 Barrido de A para la Glibenclamida [9]

Sobre la base que en posibles estudios farmacocinéticos posteriores que
involucren Glibenclamida, las concentraciones plasmaticas esperadas oscilan
entre los 5ng/mL 'y 300 ng/mL, el detector adecuado resulta ser el
fluorométrico por las propiedades antes descritas con respecto a su par, el
detector ultravioleta.

Para la caracterizacion de una curva de concentracion plasmatica es
deseable una relacion entre 1/5 y 1/10 entre la Cwax y el dltimo punto
cuantificable para obtener al menos un 80% del area bajo la curva con puntos

experimentales.

Por ultimo se pudo observar que al ser la absorcién al ultravioleta una
propiedad que presentan un gran numero de moléculas con respecto a la
fluorescencia, que es una propiedad que exhiben sélo algunos grupos de
moléculas, los cromatogramas realizados con deteccion ultravioleta
presentaban mayores interferencias propias de la matriz que se traducian en
sefales de mayor magnitud y mas prolongadas en el tiempo [13]. En cambio,
los cromatogramas realizados con deteccion fluorométrica presentaban menos

interferencia de la matriz.
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Una de las ventajas que si exhibian los cromatogramas al ultravioleta era que

presentaban menos ruido de la sefal [13,14].
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VI. CONCLUSIONES

Las condiciones cromatograficas establecidas son utiles en la
determinacion plasmatica de Glibenclamida, pero siempre que el sistema de
HPLC esté acoplado a un detector sensible, como lo es el fluorométrico. En
este caso, el detector demostré tener un rango lineal acorde con las
concentraciones que se deseaban determinar, ademas de ofrecer buena

linealidad y variabilidad.

El método de extraccibn por precipitacion satisface los valores de
recuperacion que se exigen para validar un método bioanalitico, ademas de
resultar conveniente al presentar cualidades como: rapidez, menor costo,

menor procesamiento en la preparacion de la muestra.

Este estudio sirvio también para ratificar, a través de ensayos de
laboratorio, fendmenos descritos en la bibliografia como por ejemplo: a) la
extraccion en fase sdlida suele ofrecer una mejor recuperacion que la
extraccion liquido-liquido, b) la respuesta de un detector fluorométrico es
efectivamente mas sensible que la respuesta de un detector ultravioleta, c) el
trabajo con matrices bioldgicas ofrece gran cantidad de interferencias por lo
gue se deben realizar minuciosos procesos para lograr un buena cuantificacion

del analito.

A pesar de que la cromatografia liquida de alta resolucién presenta varias
ventajas con respecto a otros métodos analiticos anteriormente mencionados,
cabe sefalar, que es un meétodo altamente sensible a pequefias fallas o

condiciones que se puedan producir.
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Fallas de preparacidbn como: muestras excesivamente sucias, fases moéviles
con aire disuelto, temperatura de trabajo variable. Fallas instrumentales como:
ruido de la sefal, interferencia eléctrica de algun otro equipo, y asi muchas

otras condiciones de caracter mas especifico.

Por ultimo cabe mencionar que las directrices para la complementacion de

este trabajo deberian apuntar a:

Realizar la curva de concentraciones de Glibenclamida utilizando muestras

plasmaticas y observar la respuesta del método.

Al comprobar, que ésta es satisfactoria, lo aconsejable es comenzar a
realizar todas las pruebas que dan cuenta de parametros como: precision,
exactitud, estabilidad, especificidad, etc. Con el fin de validar la metodologia, lo
que resultaria de bastante utilidad para un posterior estudio farmacocinético de

este farmaco tan ampliamente utilizado.
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