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Resumen

dosificacion combinada.

Se ha desarrollado un método sencillo, preciso, rapido, selectivo y econémico de cromatografia liquida de alta resolucion
en fase inversa (HPTLC) para el analisis simultaneo de hidrocloruro de metformina y repaglinida. El método de HPTLC fue
desarrollado usando placas recubiertas de gel de silice G60 F254 como fase estacionaria, utilizando metanol: sulfato de amonio
(0.25%) (pH 5.7) (2.5:7.5, v/v) como fase movil. Las placas fueron digitalizadas a aproximadamente 243 y 236 nm por HPLC y
HPTLC respectivamente. En el método de HPTLC ambos farmacos se resolvieron usando la fase mévil propuesta y los valores
de Rf encontrados fueron de 0.34 para el MET y 0.60 para el REPA. EI método es lineal en el rango de 500-2500 ng/banda
para el MET y 100-500 ng/banda para REPA. Este procedimiento de HPTLC es econdémico, sensible y requiere menos tiempo
que otros procedimientos cromatograficos. Es una herramienta facil de usar y con importancia para el analisis de la forma de

Palabras clave: HPTLC; Recubierto de gel de silice G 60 F,_, platos;
Repaglinida (REPA); Metfornine (MET)

Introduccion

El clorhidrato de metformina (MET, (l-carbamimidamido-
N,Ndimetilmetanimidamida; Figura la) es ampliamente utilizado en
el tratamiento, no dependiente de la insulina, de la diabetes mellitus
(NIDDM) [1] La repaglinida (REPA; (S)-(+)-2-etoxi-4-[2-(3-metil-1-
[2-(piperidin-1-il) fenil] butilamino)-2oxoetil] acido benzoico; (Figura
1b) se utiliza para el tratamiento de la diabetes mellitus no dependiente
de insulina junto con dieta y ejercicio [2].

La busqueda bibliografica revela la existencia de varios métodos
analiticos como HPLC [3-17], UV [18-23] y HPTLC [24,25] para
la determinacion de MET y REPA ya sea individualmente o en
combinacion con otros farmacos. La revision de la literatura nos llevo
a desarrollar un método simultaneo preciso, selectivo y exacto para la
estimacion del MET y REPA combinados en formas de dosificacion.

Experimental

Materiales y reactivos

Elclorhidrato de metformina se adquiri6 de Torrent Pharmaceuticals
Ltd., Ahemdabad y la repaglinida se obtuvo de Torrent Pharmaceuticals
Ltd., Ahemdabad. Se utiliz6 metanol (Grado HPLC), tolueno (Grado
AR), sulfato de amonio, alcohol isopropilico (Grado AR), amoniaco y
acetato de etilo como disolventes para preparar la fase movil. EUREPA
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Figura 1: Estructura del Clorhidrato de Metformina (a) y repaglinida (b).

MF en comprimidos (Torrent Pharmaceuticals Ltd, Ahemdabad) se
adquirié de un mercado local.

Condiciones cromatogrificas

Una placa de aluminio recubierta de gel de silice G60-F254
(100x100 mm, espesor de capa 0.2 mm) previamente lavada con
metanol se utilizO como fase estacionaria. El desarrollo lineal
ascendente se llevo a cabo en una camara de CAMAG de doble cubeta
de vidrio (20%20 cm) equilibrada con la fase movil metanol: sulfato de
amonio (0.25%) (pH 5.7) (2.5:7.5 v/v) durante 30 min a temperatura
ambiente. La longitud de la carrera cromatograma fue de 70 mm. La
evaluacion cuantitativa de la placa se realizé en el modo de absorbancia
a 236 nm. Las dimensiones de hendidura fueron 5 mm de longitud y
0.45 mm de ancho, con una velocidad de barrido de 20 mm/s con un
camag computarizado TLC scanner -3 integrado con el software win
CATS 4.

Preparacion de la disolucion de sulfato de amonio (0.25%):
Pesar exactamente 0.25 g de sulfato de amonio en un matraz aforado
de 100 ml y afiadir 25 ml de agua destilada, agitar bien y enrasar con
agua destilada.

Preparacion de la muestra

Se pesaron veinte comprimidos con precision y se trituraron en
polvo fino. Una cantidad de polvo de los comprimidos equivalente a
250 mg de MET (1 mg de REPA) se pesd con precision y se transfirio
a un matraz aforado de 10 ml. Se afiadieron unos pocos ml de
metanol a este matraz y se someti6 a ultrasonidos durante 5 min. La
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disolucion se filtro usando papel de filtro Whatman N°1 y se transfirio
a otro matraz aforado de 10 ml, que se aforé con metanol. Se tomd
1 ml de esta disolucion, se transifrié a un matraz aforado de 10 ml y
se aford con metanol. Se tomé una alicuota de 1 ml de la disolucion
anterior, se afladié 1 ml de 500 ng/banda de disolucion patron de REPA
(ADICION DE PATRON) diluido a 10 ml con metanol para obtener
una concentracion final de 250 ng/banda de MET (y 51 ng/banda de
REPA). Alicuotas adecuadas de estas disoluciones se aplicaron a placas
de HPTLCy se analizaron los contenidos de MET y REPA utilizando el
meétodo propuesto, como se describe anteriormente.

Preparacion de la disolucién patron: Se pesé REPA (10 mg) con
precision y la cantidad se transfirié a un matraz volumétrico de 10 ml
y se disolvié en unos pocos ml de metanol. Se aforé con metanol para
obtener una disoluciéon conteniendo 1000 pg/ml de REPA. E1 MET (10
mg) se pesd con precision y se transfirid a un matraz aforado de 10
ml y se disolvi6 en unos pocos ml de metanol. Se afordé con metanol
para obtener una disolucion conteniendo 1000 pg/ml de MET. Estas
disoluciones madre se utilizan para construir la curva de calibracion.

Validacion del método

El método desarrollado se valido para la linealidad y rango,
especificidad, exactitud, precision, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, robustez y estabilidad de la disolucion, como indican
las directrices ICH.

Linealidad y rango: La linealidad del método se evalu6é mediante la
construccion de curvas de calibracion a cinco niveles de concentracion
en un rango de 500-2500 ng/banda y de 100-500 ng/banda de MET y
REPA respectivamente. Las curvas de calibracion fueron construidas
con la ayuda del software winCATS, trazando de area de pico frente a
la concentracion.

Especificidad: La especificidad del método se determind mediante
el analisis de MET y REPA en presencia de excipientes como celulosa
microcristalina, estearato de magnesio, povidona, propilenglicol,
sorbitol, talco, dioxido de titanio, glicoles de polietileno utilizados
comunmente en las formulaciones de comprimidos. Las bandas de
MET y REPA se confirmaron mediante la comparacion de los valores
de R,y los respectivos espectros de la muestra con las de los patrones.
La pureza de pico de MET y REPA se aseguré mediante la comparacion
de los espectros a tres niveles diferentes, es decir, el pico de inicio, pico
apice y las posiciones finales del pico.

Exactitud (% de recuperacién): La exactitud del método se
determin6 mediante el calculo de la recuperacion de MET y REPA por
el método de adicion de patron. Cantidades conocidas de MET (0%,
50%, 100%, 150%) y de REPA (0%, 50%, 100%, 150%) se anadieron
a una muestra pre-cuantificada y la cantidad de MET y REPA se estim6
midiendo el area del pico e interpolando estos valores en la ecuacion de
la linea recta de la curva de calibracion.

Precision del método (repetibilidad): La repetibilidad de la
medida de area de pico se determind mediante el analisis de MET y
REPA (1500 y 300 ng/banda) en una muestra seis veces sin cambiar la
posicion de la placa.

Precision intermedia (reproducibilidad): La precision se evalud
en términos intradia e interdia. La precision intradia se determind
mediante el analisis de disoluciones de muestra de MET (1000,
1500, 2000 ng/banda) y de REPA (200, 300, 300 ng/banda) a tres
niveles, cubriendo concentraciones bajas, medias y altas de la curva
de calibracion tres veces en el mismo dia (n=3). La precision interdia

se determind mediante el analisis de disoluciones de muestra de MET
(1000, 1500, 2000 ng/banda) y REPA (200, 300, 400 ng/banda) a tres
niveles, cubriendo concentraciones bajas, medias, altas y durante un
periodo de 3 dias (n=3). Las areas de los picos obtenidos se utilizaron
para calcular los valores medios y el % RSD.

Limites de deteccion (LOD) y limites de cuantificaciéon (LOQ):
El limite de deteccion (LOD) se define como la menor concentracion
de un analito que pueda realmente diferenciarse del ruido de fondo.
El limite de cuantificacion (LOQ) de un procedimiento analitico es la
cantidad mas baja de analito que puede determinarse cuantitativamente
con la precision y exactitud adecuada. Los LOD y LOQ se calcularon
utilizando la ecuacion siguiente, segun las directrices ICH. LOD
= 3,3x0/S; LOQ=10x0/S; Donde ¢ es la desviacion estandar de los
residuales y S es la pendiente de la curva de calibracion.

Robustez: Se introdujeron pequefos cambios en el tiempo de
saturacion de la camara y la distancia de migracion del disolvente y se
examinaron los efectos sobre los resultados. La robustez del método se
determiné por triplicado a una concentracion de 1500 ng/banda y 300
ng/banda de MET y REPA respectivamente. Se calculo la media y el %
de RSD de las areas de los picos.

Aplicacion del método validado a la formulacion

farmacéutica

Se pesaron veinte comprimidos con precision y se trituraron en
polvo fino. Una cantidad de polvo de los comprimidos equivalente a
250 mg de MET (1 mg de REPA) se peso con precision y se transfirio
a un matraz aforado de 10 ml. Se afiadieron unos pocos ml de metanol
a este matraz y el matraz se someti6 a ultrasonidos durante 5 min. La
disolucion se filtrd usando papel de filtro Whatman N°1 en otro matraz
aforado de 10 ml y se aforé con metanol. Se tom6 1 ml de la disolucion
y se traspasé a un matraz aforado de 10 ml y se afor6 con metanol.
A una alicuota de 1 ml de la disolucion anterior se le afadié 1 ml de
una disoluciéon de patron de REPA de 500 ng/banda (ADICION DE
PATRON) diluido a 10 ml con metanol para obtener una concentracion
final de 250 ng/banda de MET (y 51 ng/banda de REPA). Se aplicaron
alicuotas adecuadas de estas disoluciones a placas de HPTLC y se
analizo el contenido de MET y REPA utilizando el método propuesto,
como se describe anteriormente.

Resultados y Discusion

Desarrollo del método y optimizacién de las condiciones
cromatograficas

Una fase movil conteniendo metanol: sulfato de amonio (0.25%)
(pH 5.7) (2.5:7.5, v/v) permiti6 una buena separacion de MET y REPA
de su matriz. También se observo que el tiempo de saturacion de la
camara y la distancia de migracion del disolvente eran cruciales en la
separacion cromatografica, ya que tiempos de saturacion de la camara
de menos de 20 min y distancias de migracion de disolvente de mas de
70 mm daban como resultado la difusion de la banda de analito. Por lo
tanto, se llevo a cabo el desarrollo lineal ascendente con una fase movil
de metanol:sulfato de amonio (0.25%) (pH 5.7) (2.5:7.5, v/v), en una
camara de vidrio de doble cubeta equilibrada con los vapores de la fase
movil durante 30 min a temperatura ambiente. Se utilizaron 10 ml de la
fase movil en cada desarrollo y se dejo migrar una distancia de 70 mm.
Después del desarrollo, las placas de HPTLC se secaron por completo.
Estas condiciones cromatograficas producen una banda bien definida
y compacta de MET y REPA con una migracion Optima a R, 0.34 +
0.002 y 0.60 = 0.01, respectivamente. La placa revelada se sometio a
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Figura 2: Superposicion tridimensional de densitogramasde HPTLC
debandas de calibracion de MET y REPA.
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Figura 3: Gréafica de calibracion de MET (a) y REPA (b) por el método
de HPTLCdesarrollado.

mediciones de densitometria en el modo de exploracion en la region
UV de 200 a 400 nm y el espectro superpuesto se registrd utilizando
el Camag TLC Scanner 3. Los espectros superpuestos mostraron que
ambos farmacos absorbian apreciablemente a 236 nm, asi que esta
longitud de onda fue seleccionada para el analisis densitométrico
(Figura 2).
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Figura 4: Espectro de absorcion superpuesto de MET y REPA
respectivamente.
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Figura 5: Fotografia de la placa de HPTLC desarrollada para MET y REPA.

Muestra Correlacion de los espectros de centro y pendiente
r (s, m) r(m,e)

MET 0.998 0.996

MET en formulacién de 0.996 0.998
comprimidos

REPA 0.999 0.997

REPA en formulacién de 0.997 0.996
comprimidos

Tabla 1: Resultados de correlacién de pureza de pico de MET y REPA en la
formulacion a principio de pico, en medio y final, usando un detector PDA.

Validacion del método

Linealidad: El método resultdo ser lineal en un intervalo de
concentracion de 500-2500 ng/banda y de 100-500 ng/banda para MET
y REPA respectivamente, (n = 5) con un coeficiente de correlacion de
0.999 y 0.995 para MET y REPA respectivamente (Figura 3). Los datos
de regresion mostraron una buena relacion lineal sobre el rango de
concentracion estudiado, lo que demuestra la idoneidad del método para
el analisis (tabla 5). La figura 5 muestra la superposicion tridimensional
de los densitogramas de HPTLC de las bandas de calibracion de MET
y REPA a 236 nm.

Especificidad: La especificidad es la capacidad de un método
analitico para determinar de manera inequivoca al analito en presencia
de matriz de la muestra. La especificidad del método para MET y REPA
se demostrd a partir de la exploracion espectral, y los resultados de la
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Cantidad de muestra tomada |Cantidad de patrén de farmaco Adicion de Cantidad de farmaco %recuperacion % RSD (n = 3)
(ng/banda) afnadido (ng/banda) patron(ng/banda) recuperado (ng/banda)
MET REPA MET REPA REPA MET REPA MET REPA
500 2 0 0 100 744.27 101.12 101.76 + 1.56 99.14 + 0.91
500 2 250 1 100 744.27 101.3 99.23 +0.98 98.35+1.17
500 2 500 2 100 1005.21 101.76 100.49 + 1.29 97.85+0.97
500 2 1000 3 100 1475.4 105.81 98.35 + 1.37 100.78 + 0.67
Tabla 2: Resultados del estudio de exactitud.
Parametros MET REPA Parametro Cambios deliberados Cambiosdeliberados
Intervalo (ng/banda) 500-2500 100-500 MET REPA
Factor de cola 1.46 1.31 Tiempo en la camara de 24 min 212 2.39
Limite de deteccion (ng/banda) 98 17 saturacion (£ 20%) 36 min 1.06 0.69
Limite de cuantificacion (ng/banda) 296 51 Distancia de desarrollo 7.7cm 2.69 1.94
Exactitud (%) 98.35-101.76% 97.85-100.78% desde el lugar de la 6.3 cm 1.56 1.89
o aplicacion (* 10%)
Precision (% RSD)
Intra-dia (n=3) 0.16-0.33 0.89-1.96 Tabla 4: Resultados del estudio de robustez del método.
Inter-dia (n=3) 0.14-0.50 065-1.76 Formulacion Declarado en la % declarado en la etiqueta (n=5) £ %
precisién del instrumento(% RSD) 0.16 0.89 etiqueta (mg) RSD (n=5)
Especificidad Especifica Especifica MET REPA MET REPA
Tabla 3: Resumen de los parametros de validacion del método de HPTLC EUREPA MF 500 2 99.19 +1.02 98.77 £ 0.63

desarrollado.

correlacion (r) de pureza de pico para MET y REPA en comprimidos
indican que no hay picos que coeluyan con MET y REPA, asi que no
hay interferencias de cualquiera de los excipientes presentes en la
formulacién de los comprimidos (Figuras 4 y 5) (Tabla 1).

Exactitud: La exactitud de un método analitico es la cercania de
los resultados al valor verdadero. Se determind mediante la aplicacion
del procedimiento analitico en los estudios de recuperacion, donde se
fortifican disoluciones de muestras pre-analizadas con una cantidad
conocida de patrén. La recuperacion, en porcentaje, obtenida variaba
entre 99.23 y 101.76% y 97.85 y 100.78% para el MET y REPA
respectivamente. Los valores de recuperacion demostraron la exactitud
del método en el intervalo deseado (Tabla 2).

Precision: Los valores obtenidos de % RSD para la precision
interdia e intradia fueronde 0.14 2 0.50 y de 0.16 2 0.33, respectivamente
para MET. Los valores de % de RSD para la precision interdia e intradia
fueron de 0.63 a 1.76 y de 0.89 a 1.96, respectivamente para REPA. En
todos los casos, los valores de % de RSD eran de menos de 2%, lo que
confirma la precision del método. La repetibilidad del dispositivo se
estudié mediante la aplicacion y el analisis de una muestra de MET y
REPA (1500 y 300 ng/banda) tres veces. La RSD fue de menos de 2%,
lo que resultaba muy por debajo de las especificaciones instrumentales
(Tabla 3).

Limites de deteccion (LOD) y limites de cuantificaciéon (LOQ):
Bajo las condiciones experimentales utilizadas, la menor cantidad de
droga que podria ser detectada (LOD) de MET y REPA fue de 98 y 17
ng/banda respectivamente. El limite de cuantificacion (LOQ) de MET
y REPA resultd ser de 296 y 51 ng/banda respectivamente. Los LOD
y LOQ se calcularon utilizando la ecuacion siguiente de la guia por la
ICH. LOD=3.3%6/S; LOQ=10x0/S; Donde ¢ es la desviacion estandar
de los residuales y S es la pendiente de la curva de calibracion (Tabla 3).

Robustez: La robustez se estudio mediante la introduccion de
pequeiios cambios deliberados en las condiciones experimentales.

Robustez: Unos valores de % de RSD aceptables, obtenidos
después de hacer pequefios cambios deliberados en el método de HPLC

n= numero de determinaciones

Tabla 5: Resultados del andlisis de MET y REPA en la forma de dosificacion de
comprimido combinado.

desarrollado indican que el método es robusto para la finalidad prevista
(Tabla 4).

Aplicacion del método

Una formulacién comercializada se analiz6 utilizando el método
propuesto, obteniendo un porcentaje de recuperacion para MET y
REPA de 99.19 + 0.64 y de 98.77 + 0.78, respectivamente, para
EUREPA MF (Tabla 5). Se observo una sola banda a R; 0.34 = 0.002
y 0.60 = 0.01 en el cromatograma para MET y REPA y no se observo
ninguna interferencia de los excipientes presentes en la formulacion de
los comprimidos comercializados.

Conclusiones

Este método desarrollado y validado por el andlisis simultdneo de
MET y REPA en preparaciones farmacéuticas es muy rapido, exacto y
preciso. El método se aplico con éxito para la determinacion de MET
y REPA en formulaciones de comprimidos farmacéuticos. Por otra
parte tiene la ventaja de un tiempo de ejecucion corto y la posibilidad
de analisis de un gran niimero de muestras. Ambas ventajas reducen
significativamente el tiempo de analisis por muestra. Por lo tanto, este
método puede ser utilizado convenientemente para el analisis de control
de calidad de rutina de MET y REPA en formulaciones farmacéuticas.
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