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DETERMINACION EN PLASMA DEL HIPOGLICEMIANTE GLICLAZIDA
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

*

RESUMEN

Se describe un método analitico sencillo, especifico y
preciso para la determinacion de Gliclazida en plasma
humano por Cromatografia liquida de alta eficiencia
en fase reversa, usando Glibenclamida como patron
interno. El método de extraccion no requiere equipos
ni reactivos sofisticados y permite el procesamiento
de unas 30-40 muestras por dia de trabajo.

E!l limite de deteccion del método es de 0.12 ug/mL
con un Coeficiente de Variacion de 5.6% y 5.000
para concentraciones de 0.5 y 5.0 ug/mL, respectiva-
mente,

SUMMARY

A simple, specific, and precise analytical method for
the assay of Gliclazide in human plasm by means of
reverse phase, High Performance Liquid Chromato-
graphy, using Glibenclamide as internal standard is
described. The extraction method does not require
sophisticated equipment or reactives and permit the
daily processing of 30 to 40 samples.

The detection limit of the method is 0.12 ug/ml, the
variation coeficient is 5.6% and 5% for concentra-
tions of 0.5 and 5.0 ug/ml respectively.

INTRODUCCION

La Gliclazida (GCZ), N-(4-metil-fenil-sulfonil)-N’-
(3-azabiciclo[3.3.0] octil) urea, es una Sulfonilurea
utilizada como agente hipoglicemiante por via oral.
(1) Para su valoracion en plasma, han sido descritos
métodos por Cromatografia de gases (2) y mas
recientemente por Cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC). (3), (4), (5). La mayoria de
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estos métodos incluyen laboriosos procesos de
extraccion y/o derivatizacion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizO0 un Cromatografo para HPLC marca
Perkin-Elmer con su Modulo de seleccion para cua-
tro solventes, con una Bomba de inyeccion Perkin-
Elmer serie 410 y Detector Perkin-Elmer LC-95
UV/VIS a 225 nm. Los picos cromatograficos se
evaluaron con un Integrador Perkin-Elmer LCI-100.

Para la separacion cromatografica se utilizo una co-
lumna de fase reversa Lichrocart RP-18 MERCK
(125 mm. x 4 mm., tamafio de particula 5 um),
protegida por una precolumna de acero inoxidable
(30x4 mm, material de relleno HIBAR RP-18
MERCK, tamaio de particula 30-40 um). Se utili-
z6 un afase movil de Metanol (45.5%0 v:v) -
(NH,),HPO, al 0.15%0, pH= 7.4 (54.5%). Se tra-
bajo a 35°C, con un flujo de 1.0 mL/min. y a una
presion de 1000 psi; el volumen de inyeccion uti-
lizado fue de 20 uL.

Reactivos y Patrones

Se utilizé6 un patron de GCZ suministrado por los
laboratorios A-H Robins, Sanicol de Colombia (La-
boratories Servier, Francia) con el cual se preparo
una solucion metanolica (100 ug/mL) y se le adi-
ciono a plasma humano libre del farmaco, para
obtener patrones que contenian 0.5, 1.0, 2.0, 3.0,
4.0 y 5.0 ug/mL. Alicuotas de estas muestras fue-
ron conservadas bajo congelacion, hasta su uso. En
estas condiciones, fueron estables por lo menos
durante 2.5 meses. Como patréon intermmo se uso
Glibenclamida (GBC) - USP. (Solucién metanolica
de concentracion 80 ug/mL).
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Procedimiento

A 2 mL de plasma se le adiciono 1 gotade H ,PO,
concentrado y se agitd en un vortex por 10 segun-
dos. Se adicionaron 100 uL de la solucién del pa-
tron interno GBC y se agit6o nuevamente en vortex
durante 10 segundos. La muestra se traslad6 cuida-
dosamente a una columna de vidrio de 15 mm. de
diametro por 15 cm. de alto, empacada con EX-

TRELUT® (Merck) hasta una altura de 4 cm. y
se dejo retener en la columna durante 10 minutos,
después de los cuales se eluyd con 10 mL. de éter
etilico recogiendo el eluido en tubos de 15 mm. x
10 cm. Se evapord cuidadosamente el éter a 30°C
hasta la obtencion de un residuo seco, el cual se
redisolvio con 0.5 mL. de metanol grado HPLC
agitando en vortex durante 30 seg.

La muestra se filtr6 a través de una membrana
Millipore® de 13 mm. de diAmetro. Del filtrado se
inyectd6 un volumen de 25 uL al cromatografo
HPLC.

Resultados y Discusion

En la figura No. 1, se muestran los cromatogramas
obtenidos de muestras de plasma. Los Tiempos de
Retencion de la GCZ y la GBC fueron de 3.2 y 7.5
minutos, respectivamente.

La Figura 1 (A) ;epresenta el perfil cromatografico
del extracto de un blanco de plasma humano libre
de picos que interfieran con los tiempos de reten-
cion de GCZ o GBC.

La Figura 1 (B) ilustra el cromatograma de una
muestra de plasma humano, adicionado de 3 ug/
mL de GCZ y 16 ug/mL GBC.

La Figura 1 (C) es el cromatograma de una muestra
de plasma obtenida de un paciente en tratamiento
con GCZ, 6 horas después de la administracion de
una dosis oral de 80 mg adicionada de 16 ug/mL
de GBC.

La curva de calibracion obtenida con la Relacion
de alturas vs. Concentracion, fue lineal (r= 0.9968,
intercepto = 0.011 con una o, = 0.019) en el inter-
valo de concentraciones de 0.5 a 5.0 ug/mL (Figura
No. 2).

El limite de deteccion fue de 0.12 ug/mL utilizan-
do una Atenuacion de 1:1024. La Precision del mé-
todo se evaluo a través de la Variacion entre dias
(Reproducibilidad) obtenida con 5 curvas de cali-
bracion diferentes (intervalo 0.5 a 5.0 upg/mL)
construidas durante el transcurso de 30 dias. Los
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Figura No, 1. Cromatogramas de muestras de Gliclazida en plasma.
(A) Blanco de plasma. (B) Blanco de plasma adicionado con 3ug/mlL
de GCZ y 16 ug/mL GBC. (C) Plasma de un paciente 6 horas des-
pués de la administracion de 80 mg de GCZ, adicionado de 16 ug/

mL GBC.
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Figura 2, Curvade CALIBRACION. Valoracion por ‘“Relacion de Alturas”.
resultados obtenidos se muestran en la Tabla No. 1.

Para evaluar el Porcentaje de Recuperacion (Exac- TABLA No. 1
titud) se comparo6 la pendiente de la curva de cali- EVALUACION DE LA PRECISION
bracion en plasma con la pendiente de la curva de (REPRODUCIBILIDAD)

calibracion en Metanol; para concentraciones en el
intervalo de 0.5 a 5.0 pug/mL, la recuperacion de

GCZ fue de 79.29%o. GCZ adicionada GCZ hallada (Mg/ml) c.v.
) (Mg/ml) Promedio On-1 %p

Con el objeto de aplicar el método descrito a estu-
dios ge farm'acocmetlca clinica en humanos,'se 0.50 0.54 0.03 5.6
ensayo el posible efecto de otros farmacos comin- 1.00 1.00 0.08 8.0
mente usados en el tratamiento de pacientes dia- 2.00 2.00 0.12 6.0
béticos; de la lista que se da a continuacion (Tabla 3.00 2.97 0-20 8.1
> 1sta q co 0 4,00 4.02 0.22 5.5
No. 2) ninguna presenta un tiempo de retencion 5.00 5.01 0.25 5.0

similar al de GCZ 6 GBC y por lo tanto, no inter-
fieren con el método:
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FARMACOS ENSAYADOS PARA INTERFERENCIA
CON EL METODO HPLC DESCRITO

Acetaminofén
Amoxacilina
"Ampicilina
Cafeina
Carbamazepina
Cimetidina
Clordiazepo6xido
Digoxina
Fenobarbital
Fenitoina

Furosemida
Metronidazol
Metildopa
Prazocin
Propranolol
Ranitidina
Sulfametoxasol
Sulfapiridina
Teofilina
Tolbutamida

En sintesis, se describe un método especifico para
la determinaci6n de Gliclazida en plasma por HPLC,
que puede ser utilizado para estudios de farmaco-
cinética clinica en humanos.
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