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RESUMEN

El estudio del tipo de interaccion involucrada en la formacion de dispersiones sélidas de tolbutamida con distintas
proporciones de acetamida y propianamida, ha requerido del disefio y validacion de un método analitico por cromatografia
liquida de alta eficacia (CLAE) que permita cuantificar la proporcidn de los transportadores en mezclas fisicas y en
dispersion solida. EI método resultd ser lineal, preciso y exacto en el intervalo de concentracion de 100-1,56 pg/mL
para tolbutamida y 50-0,781 pg/mL para acetamida y propianamida.

PALABRAS CLAVE: tolbutamida, propianamida, acetamida, cromatografia liquida, CLAE.

ABSTRACT

The interest to design and validate a high performance liquid chromatography method for quantification of tolbutamide,
acetamide and propianamide in solid dispersions, was to find a relation among the amount of carriers and the active
substance in solid dispersions, in order to further investigate the drug-carrier interaction pattern responsible of solid
dispersion formation. The method was lineal, precise and accurate in the concentration range between 100.0 - 1.56 ug/
mL for tolbutamide and 50.0 - 0.78 ug/mL for acetamide and propianamide.

KEY WORDS: tolbutamide, propianamide, acetamide, HPLC.

INTRODUCCION

Dentro del grupo de hipoglucemiantes em-
pleados en el tratamiento de la diabetes mellitus
no insulinodependientes (DMNID), hasta la fe-
cha la tolbutamida continda dentro de los farma-

cos de primera eleccion en México y en otros
paises en desarrollo. Su utilidad deriva princi-
palmente, en el tratamiento hipoglucemiante de
personas de edad avanzada y pacientes con in-
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suficiencia renal y hepatica. Por lo anterior, este
farmaco se encuentra dentro del Cuadro Basico
de Insumos para el Primer Nivel de Atencion
(Consejo de Salubridad General 1996), y en la
Lista de Medicamentos Genéricos Intercambia-
bles de México (Secretaria de Salud, 1998), asi
como en la Lista de Medicamentos Esenciales
de la OMS (WHO Model List 1993).

Por otra parte, es necesario resaltar que la
tolbutamida en comprimidos ha sido objeto de
estudio desde hace varias décadas en distintos
paises (Thum, y cols. 1975; Simmons, y col. 1977,
El-Shattawy, y col. 1981; Manek y col. 1981;
El-Shattawy, y col. 1982; De Meijer, 1983;
Vreugdenhil, 1983; Zhou y Xie, 1983; Kane y
Kanvide, 1984; Ayres, y cols.1984)y en Méxi-
co (Garzon, 1975; Posada, 1980; Girard, y col.
1981a; Girard, y col. 1981b; Nava y Pérez, 1981,
Quirino, y cols. 1983; Cejudo y Quirino, 1989a;
Cejudo y Quirino 1989b) debido a los problemas
de biodisponibilidad y bioequivalencia que han
presentado las diversas formulaciones comercia-
les - especialidades farmacéuticas genéricas - y
que tienen su origen en la baja solubilidad de
este principio activo. Con ello, este farmaco y su
grupo terapéutico, al igual que otros de distinta
actividad e intervalo de seguridad, que se mane-
jan como genéricos, requieren de especial vigi-
lancia por parte de los cuerpos cientifico-técnico
gubernamentales responsables de salvaguardar la
salud de una nacion.

Debido a esta problematica, se han realizado
esfuerzos en distintos sentidos, con el propdésito

de obtener un producto mas soluble y biodispo-
nible. Por un lado los laboratorios farmacéuticos
han desarrollado distintas formulaciones y por
otra parte se ha buscado modificar la estructura
cristalina del farmaco o de obtener dispersiones
o0 soluciones sélidas con diversos transportadore
(Traver, y cols. 1987; Sano, y cols. 1987).

En este ultimo sentido, poco se sabe hasta la
fecha respecto a los mecanismos fisicos y qui-
micos que favorecen la formacion de dispersio-
nes solidas, particularmente en los casos donde
el transportador representa la proporcion mas baja
de la mezcla, sin embargo, se considera que la
presencia de ciertos grupos quimicos puede fa-
vorecer algin tipo de acercamiento entre las
moléculas involucrada (Ford, 1986; Garcia y
Villafuerte, 1987; Rowe y Anderson, 1984).

Para un estudio donde se pretende observar si
existe algun tipo de interaccion quimica que fa-
vorezca la formacion de dispersiones solidas
empleando distintas proporciones de acetamida
y propianamida con tolbutamida, teniendo como
antecedente que la tolbutamida y la urea pueden
formar dispersiones solidas (Al-Saieq y Riley,
1981) fue necesario disefiar y validar un método
analitico que permitiera cuantificar la proporcion
de los transportadores en las mezclas fisica y
dispersiones sélidas; por lo que se desarrollé un
método por cromatografia liquida de alta efica-
cia (CLAE), realizando de manera previa una
seleccion de disolventes para la fase movil, a
través de ensayos por cromatografia en capa
delgada (CCD).

MATERIAL Y METODOS

REACTIVOS: Tolbutamida (Hoechst Méxi-
co, S.A.), Propianamida(Merck México, S.A.),
Acetamida (Merck México, S.A.), Tolazamida
(Sigma, México), Silica Gel HF,, (J.T.Baker),
Metanol (J.T.Baker), Cloroformo (J.T.Baker),
Acetonitrilo (J.T.Baker), Hexano (J.T.Baker),
Metanol HPLC (J.T.Baker), Acetonitrilo HPLC
(J.T.Baker), Cloroformo HPLC (J.T.Baker) y Agua
bidestilad (Milli-Qtm Water System-Millipore).

EQUIPO: Cromatografo Waters-Millipore
600E, equipado con una columna Zorbax ODS
C18 (4.6mm d.i.x25 cm, 5um). Detector de UV
Waters 484 a una longitud de onda de 228 nm
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y la fase mévil constituida por una mezcla de
agua: metanol:acetonitrilo (55:40:5) previamente
degasificada y una velocidad de flujo de 1,0
mL/min.

PREPARACION DE DISOLUCIONES

— Disoluciones de trabajo para la seleccion
de disolventes por cromatografia en capa delga-
da (CCD).

Las disoluciones de tolbutamida, acetamida y
propianamida se prepararon a una concentracion
de 0,01g/mL en metanol, cada una.

— Disoluciones de trabajo para la cromato-
grafia liquida de alta eficacia (CLAE).
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Preparacién de las curvas estandar:
Curva | (tolbutamida-acetamida).

Pesar 0,02 g de tolbutamida (TB) y llevarla al
aforo con 10 mL de metanol, para obtener una
concentracion de 2000 ug/mL (disolucién A).

Pesar 0,01g de acetamida (ACET) y llevar al
aforo con 10 mL de metanol, la concentracion
resultante es de 1000 pg/mL (disolucién B).

Pasar a un matraz volumétrico de 10 mL una
alicuota de 1 mL de la disolucion Ay 1 mL de
la disolucién B, llevar al aforo con metanol.

La disolucion C resultante, contiene 200 pg/
mL de TB y de 100 pg/mL de ACET. A partir
de esta disolucion se toman las alicuotas corres-
pondientes y se prepara la curva en el intervalo

de concentraciones de 100-1,563 pug/mL para tol-
butamida y de 50-0,782 ug/mL para acetamida.

Curva Il (tolbutamida-propianamida).

De la misma forma que con la disolucién B,
se prepara una disolucion de propianamida (PROP)
en metanol de 1000 pg/mL (disolucion C) y se
mezcla una alicuota de 1,0 mL de sol. Ay 1,0
mL de C, para llevar a un volumen de 10 mL
con metanol(sol. D).

Al igual que en la mezcla TB-ACET, se
preparan las diluciones correspondientes para
obtener una curva en el intervalo de 100-1,563
pug/mL de concentracion para TB y de 50-0,782
pug/mL para PROP.

PROCEDIMIENTO

Para la seleccién de la fase mévil se pre-
pararon placas cromatograficas para CCD en
porta objetos con silica gel HF,,, dejandose
secar a temperatura ambiente. Las cromato-
placas secas se activaron durante dos horas a
105°C y se aplicaron las muestras de TB,
ACET, y PROP en forma separada y en com-

binacion (TB-ACET o TB-PROP) procedien-
do a correr las placas en diferentes combina-
ciones de disolventes. En la Tabla No. 1 se
muestra los resultados obtenidos para las di-
ferentes mezclas disolventes. Una vez selec-
cionada la fase movil se procedié a desarro-
llar el método analitico por CLAE.

RESULTADOS Y DISCUSION

SELECCION DE LA FASE MOVIL POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA.
En la Tabla No. 1 se presenta los resultados

obtenidos para las diferentes mezclas disolven-
tes. Una vez seleccionada la fase movil se pro-
cedi0 a desarrollar el método analitico por CLAE.
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TABLA I. Resultados de la separacion de los compuestos estudiados, mediante placas de silica gel HF,,
con diferentes mezclas disolventes.

Fase movil

Tolbutamida

Acetamida

Propianamida

Combinacioén

(50:

Met anol : C or of or no

50)

(60:

40)

(70:

30)

**x*x

**x*x

**k*

***

(80:

20)

(90:

10)

Met anol :

(50:

Hexano
50)

(60:

40)

(70:

30)

(80:

20)

(90:

10)

Met anol :

Hexano:

Acetonitrilo
(60: 20: 20) - -

(60: 30: 10) ** * - -
(60: 10: 30) * = - -

Agua: Met anol
Acetonitrilo
(55:40: 5)

***x **x*x *** ***

VALIDACION DEL METODO ANALITICO
PARA LA CUANTIFICACION DE TOLBUTA-
MIDA, ACETAMIDA 'Y PROPIANAMIDA POR
CLAE.

En la fig.1 se muestra los cromatogramas de
cada una de las mezclas realizadas (a)TB-ACET,

con un tiempo de retencion de 2,0 minutos para
la ACET, de 2,37 minutos para el estandar inter-
no y de 3,0 minutos para TB; (b) TB-PROP, con
un tiempo de retencion de 2,01 minutos para la
PROP, 2,37 minutos para el estandar interno y
de 3,0 minutos para TB.

Ars Pharmaceutica, 41:4; 347-355, 2000
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FIGURA 1.- Cromatogramas de (A) TB-ACET y de (B) TB-PROP.
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A) El primer pico con un tiempo de retencion de 2.0 min
corresponde a ACET, el segundo con un tiempo de 2.37 min a
tolazamida (estandar interno) y el tercero con un tiempo de 3,0

min a TB.

LINEALIDAD.

Se prepararon seis curvas de TB-ACET vy seis
curvas de TB-PROP en un intervalo de concen-
tracion de 100-1,563 pg/mL para TB, el interva-
lo de concentracion de 50-0,782 pg/mL para PROP
y ACET.

La linealidad del sistema en el intervalo de
concentracion estudiado se comprobd mediante
un anélisis de regresion por el método de mini-
mos cuadrados, lo cual se calculé6 mediante el
paguete estadistico JUMP 1

Se obtuvo la ecuacion de una linea recta que,
para el caso de TB, tuvo una pendiente de 0,14,
una ordenada al origen (intercepto) de 5,50, un
coeficiente de regresion de 0,9997 y un coefi-
ciente de variacion de 0,3975 + 0,2297%. Para
ACET se obtuvo una pendiente de 1,59x103,
intercepto de 0,3088, coeficiente de regresion de
0,9997 y un coeficiente de variacion de 0,2485
+ 0,1596; para el caso de la PROP la pendiente
fue de 0,053, un intercepto de 3,98, el coeficien-
te de regresion de 0,9999 y el coeficiente de
variacién de 1,3 £ 0,2627%.

La linealidad del método se determiné en el
intervalo de concentracion de 100-1,56 pg/mL
para TB y de 50-0,782 pug/mL para PROP y ACET
el ajuste de los datos para la regresion de mini-

&y

404
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B) El primer pico con un tiempo de retenciéon de 2,1 min.
corresponde a PROP, el segundo con un tiempo de retencién de
2,37 a tolazamida (estandar interno) y el tercero con un tiempo de

3,0 a TB.

obteniéndose para TB una pendiente de 0,998,
un intercepto de 0,283, un coeficiente de regre-
sién de 0,999 y un coeficiente de variacion de
1,02 + 0,214%.

Para el caso de ACET se obtuvo un intercep-
to de -0,156, pendiente de 0,9949, coeficiente de
regresion de 0,999 y un coeficiente de variacion
de 1,001 £ 0,012%; para la PROP se obtuvo un
intercepto de 0,043, una pendiente de 0,999, un
coeficiente de regresion de 0,999 y un coeficien-
te de variacion de 1,010 + 0.010%.

PRECISION.

Para determinar la variabilidad en un mismo
dia, fueron analizadas por sextuplicado las mues-
tras de TB, ACET y PROP en solucion metano-
lica (las cuales fueron pesadas en forma inde-
pendiente), en el intervalo de concentracion de
100-1,56 pg/mL para TB y de 50-0,7813 pg/
mL para ACET y PROP. El calculo del coefi-
ciente de variacion promedio para el intra-ana-
lisis fue de 0,466% para TB, de 0,7414% para
ACET y de 0,678 para PROP. Para el inter-
analisis el coeficiente de variacion para TB fue
de 0,421%, para ACET fue de 0,682% y PROP
de 0,5707%.

En la Tabla No. 2 se resumen los resultados

mos cuadrados se hizo por el paquete JUMP 1 de la precision del método analitico.
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TABLA II. Precision del analisis de Tolbutamida, Acetamida y Propianamida por el método
de cromatografia liquida de alta eficacia.
TOLBUTAM DA
| NTRA- ANALI SI S | NTER- ANALI SI S
(SZ?[CTL) A.p'\:f)‘;} S| DE %, V. Medi a D.E %. V.
100 20, 26 + 0, 0898 0, 443 20, 22 + 0,073 0, 3627
50 12, 87 + 0, 0628 0, 488 12, 80 + 0, 055 0, 432
25 9,18 + 0, 0280 0, 305 9, 17 + 0,028 0, 305
12.5 7,34 + 0, 0391 0, 533 7,33 + 0,034 0, 467
6. 25 6, 41 + 0, 0291 0, 453 6, 50 + 0,033 0, 504
3.125 5, 95 + 0,036 0, 604 5, 90 + 0,026 0, 432
1.56 5,72 + 0,025 0, 437 5,72 + 0,025 0, 443
Medi a 0, 466 Medi a 0, 421
ACETAM DA
| NTRA- ANALI SI S | NTER- ANALI SI' S
(Eg/nf{u A_p'\:i‘;} 2. DE 9. V. Medi a DE 9%C. V.
50 0, 3879 + 0,019 0, 5025 0, 3889 + 0, 0021 0, 5444
25 0, 3479 + 0, 0018 0, 5250 0, 3489 + 0, 0015 0, 4289
12,5 0, 3270 + 0, 0021 0, 6327 0, 3288 + 0, 0012 0, 3629
6, 25 0, 3178 + 0, 0019 0, 5827 0, 3188 + 0, 0015 0, 4671
3,125 0, 3137 + 0, 0018 0, 5618 0, 3138 + 0, 0017 0, 5343
1, 56 0, 3110 + 0, 0036 1,172 0, 3113 + 0, 0037 1,184
0,78 0, 3100 + 0, 0038 1,213 0, 3101 + 0, 0039 1,25
Medi a 0, 7414 Medi a 0, 682
PROPI ANAM DA
| NTRA- ANALI SI S | NTER- ANALI SI' S
(E;’?E'L) A_p'\f)‘;} S| DE %. V. Medi a D.E %. V.
50 6, 67 + 0, 0195 0, 292 6, 60 + 0, 0193 0, 292
25 5, 32 + 0, 0235 0, 441 5, 27 + 0, 0254 0, 481
12,5 4, 65 + 0, 0224 0, 481 4, 60 + 0, 0242 0, 5250
6, 25 4,31 + 0, 0177 0, 410 4,27 + 0, 0212 0, 4960
3,125 4,14 + 0, 0222 0, 535 4,10 + 0, 0219 0, 5327
1,56 4,06 + 0, 0487 1,198 4,06 + 0,0196 0, 483
0,78 4, 02 + 0, 0560 1,392 4,01 + 0, 0475 1,185
Medi a 0, 678 Medi a 0, 5707
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EXACTITUD

Para la exactitud se cargaron cinco placebos
de forma independiente haciendo una mezcla fi-
sica y de dispersion solida (90% de TB con 10%
de ACET o PRO. En la Tabla No. 3 se presentan
los porcentajes de recuperacién obtenidos para
cada caso. La repetibilidad en diferentes dias se
determiné analizando una vez cada dia las con-
centraciones de 100-1,56 pg/mL para TB y de

353

50-0,7813 pg/mL para ACET y PROP en seis
dias diferentes.

SENSIBILIDAD (CONCENTRACION MINI-
MA DETECTABLE Y CONCENTRACION
MINIMA CUANTIFICABLE).

El limite de deteccion para TB fue de 0,1 pg/
mL, para ACET y PROP fue de 0,125 pug/mL y
para el limite cuantificable fue de 0,2 pg/mL
para TB y de 0,2 pg/mL para ACET y PROP.

TABLA II. Exactitud del método analitico por CLAR para la cuantificacion de tolbutamida,
acetamida y propianamida en mezclas fisicas.

TOLBUTAM DA- ACETAM DA

Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
Adi ci onada Recuperada |Recuperaci 6 | Adicionada Recuperada |Recuperaci 6n
de TCB. de TCB. n (% de ACET. de ACET. (99
Conc. pg/mL | Conc. pg/mL Conc. pg/mL | Conc. upg/mL
19,76 19, 46 98, 47 0, 46 0,454 98,696
19,76 19,576 99, 06 0, 45 0, 444 98, 667
19,70 19,515 99, 06 0, 45 0,446 99,111
19,62 19,585 99, 82 0, 45 0, 446 99,111
19,71 19,502 98.93 0, 45 0, 445 98, 889
Medi a 99.268 Medi a 99. 895
D E. 0.605 D E. 0.215
TOLBUTAM DA- PROPI ANAM DA
Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
Adi ci onada Recuperada |Recuperaci 6 | Adicionada Recuperada |Recuperaci 6n
de TB. Conc. de TB. n (% de PROP. de PROP. (%9
png/ mb Conc. pg/ mL Conc. pg/mL | Conc. g/ mL
19,01 18,951 99, 690 0, 44 0,433 98, 409
19,18 19,071 99, 430 0, 46 0,454 98,696
19,70 19,602 99,503 0, 46 0, 457 99, 348
19,71 19,558 99, 229 0, 45 0, 445 98, 889
19, 3 19,078 98, 850 0, 45 0,444 98, 667
Medi a 99. 340 Medi a 99. 802
D E. 0.320 D E 0.350
ESTABILIDAD. muestras a temperatura ambiente (25°C), en

A fin de establecer la estabilidad de la tol-
butamida, acetamida y propianamida en solu-
cién acuosa, se prepararon soluciones en un
intervalo de concentraciones de 100-1,56 ug/
mL para tolbutamida y de 50-0,78 pug/mL para
acetamida y propianamida, almacenando las

refrigeracién a 4°C y a 65°C. Se tomaron mues-
tras a tiempo cero e intervalos de 1 semana y
se analizaron utilizando el método descrito. En
las Tablas No. 4 y 5 se muestra los resultados
obtenidos a dichas temperaturas, respectiva-
mente.

Ars Pharmaceutica, 41:4; 347-355, 2000
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TABLA V. Datos de estabilidad de tolbutamida, acetamida, propianamida en solucion
a temperatura de refrigeracion 4°C.
Conc. g/ nmL I ni ci al Semana 1 (% Semana 2 (% Semana 3 (%

B ACET PROP (% B ACET PROP | TB ACET PROP | TB ACET PROP
100, 4 50 100 100 [99,899,9 (99,6 (99,7 ]99,9|98,8|98,8|98,9
49, 4 25 100 90,9 99,7(99,9(99,3|99,6|99,8|98,5(98,7 98,8
24,9 12,5 100 100 [ 99,6 /99,9 99,6|99,4|99,8|98,8|98,5|98,8
12,5 6, 25 100 99,8 199,8(99,9(99,4|99,7|99,8|98,6|98,8]|98,8
5,7 3,12 100 99,7 199,7(99,8(99,3|99,6|99,8|98,5|98,7 98,8
2,4 1,56 100 100 [ 99,6 |199,899,6|99,5[99,7(98,8|98,6|98,7
1,5 0,78 100 100 [ 99,6 /99,9 99,6 (99,4 |99,8(98,8|98,5|98,8
Medi a 99,3199,7(99,9({99,5(199,5|99,8|98,7 (98,7 ]98,8
D. E. 0,080,112 |0,03|0,13|0,11|0,04|0,13|0,12 | 0,05

TABLA V. Datos de estabilidad de

tolbutamida, acetamida, propianamida en solucién a

temperatura de 25°C.

Conc. ug/ I nicial Semana 1 (% Semana 2 (% Semana 3 (%
B ACET PROP| (% TB ACET PROP|TB ACET PRCP | TB ACET PROP
100, 4 50 100 99,8 (99,7 (99,5(99,3(99,7(99,5(98,1|98,8]|098,9
50,0 25 100 99,6 (99,6 {99,999,1(99,6|99,5|97,9 98,7 98,9
25,0 12,5 100 99,6 (99,4 (99,8 |98,7(99,4|99,5|97,5|98,5] 98,8
12,5 6, 25 100 99,5(99,6 {99,998,7 (99,6 (99,6 |97,5|98,7 98,9
6, 25 3,12 100 99,4 199,5[99,9/98,9(99,5|99,6 |97,7 | 98,6 98,9
3,125 1,56 100 99,2 199,3(99,998,7(99,3|99,6|97,5|98,4098,9
1,56 0,78 100 99,2 (99,3 (99,7|98,7(99,3|99,5|97,5|98,4|098,7

Medi a 100 99.4199.4[99.8|98.8[99.4[99.5|97.6 |98.5]98.8
D. E 0.0 0.22[0.16]/0.15]0.24[0.16 | 0.05[0.24 | 0.16 | 0. 08

CONCLUSIONES

Mediante la cromatografia en capa delgada se
logro obtener dos fases moviles que son utiles
para la separacion de Tolbutamida-Acetamida y
Tolbutamida-Propianamida cuando se encuentran
en dispersiones solidas, las cuales se probaron
en cromatografia de alta eficacia, estas son: Clo-
roformo-Metanol(70:30) y Agua-Metanol-Aceto-
nitrilo(55:40:5).
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La fase mdvil de Agua-Metanol-Acetonitrilo
resulto ser la que presentd una mejor separacion,
y menor costo.

Ademas el método desarrollado resulta ser
lineal, exacto, preciso y reproducible, en el in-
tervalo de concentracion estudiado, los que nos
permite emplearlo como un método de cuantifi-
cacion en este tipo de dispersiones sdlidas.
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