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1. RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad desarrollar y validar un método analitico por
CLAR para la determinacion de metformina en pl y su aplicacion para

determinar la ion con al po en las pl & de seis

voluntarios sanos.

Los resultados de la validacién que el método cs >, preciso, selectivo y

lineal en el intervalo dé concentraciones de 10 a 4000 ng/mL, con un coeficiente de

correlacion de 0.9998. El limite de ifi ion y de d ion fue de 10 ng/mL y 5§

ng/ml. respectivamente y tuvo un recobro absoluto reproducible en el intervalo de

Las as pl Ati de tformina d aron ser bles en condicioncs de
congelacion  (-70°C), refrigeracion  (5°C), ciclos de lacion-d {acion
temperatura bi y pr d:

La poblacion utilizada para la aplicacion del método analitico estuvo
conformada por seis vol ios i a los les se les ad 6 una dosis unica
de 850 mg de metf i Las i fi b das al tiempo O, a los

30, 45, 60, 75, 90 minutos, 2, 2.5, 3, 4, 6, 9 y 12 horas después de su admini i




RESUMEN

Los resultad btenid que ¢l método analitico validado pucde ser
utilizado de forma rutinaria para determinar la ion de formina pl $o cual
permitird caracterizar el perfil & inético de la poblacion en estudio, convirtiéndose
en una herramienta de gran utilidad dada la alta incidencia de la diab en 1a actualidad.




INTRODUCCION Y OBJETIVOS

2. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

A V| en o Pais la incidencia de la diab ha d

considerablemente.  Esta fe dad se iza clini como: insulino-
dependiente (tipol) y no insulino-dependiente (tipo 2). La diabetes mellitus es un
importante problema de salud pablica en México. En los altimos cinco afios ha liegado a

ocupar la primera causa de muerte con 11% del total de las defunci cn b y
14% de las mucrtes de las 2ji Ap! imad. cl 90% de las personas con diabetes
son del tipo 2. Los agt hipogl i son di les para ¢l tratamiento
de esta enfermedad.

La metformina es una opcion para el tratamiento de la diabetes tipo 2, se indica

do han fr do los i por controlar la enfermedad con dicta, en diabetes
mellitus ble del adul pecial del ob ; fallas primarias y secundarias a otros
hipoglucemiantes orales; diabéti en i con sulfonil con dencia al

aumento de peso; sin embargo, a pesar de tener muchos alos en el mercado farmacéutico
nacional, no existe informacion sobre la disposicién de dicho farmaco en la poblacién

mexicana.

Ahora bien, para izar un perfil far ineti es o con un
método analitico que permita la cuantificacion del farmaco en un fluido biologico; el cual
debe ser validado.




INTRODUCCION Y OBJETIVOS

De acuerdo a lo anterior se efectud el presente trabajo con los siguientes objetivos:
e Desarrollar y validar un método analitico por C grafia de Liquidos de Ala

Resolucién para metformina cn plasma.

e Aplicar el método analitico validado en el anilisis de muestras plasmiticas de

voluntarios sanos.
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3. OENERALIDADES.

3.1. Validacion de métodos analticos."
Una vez o lado un método de andlisis, deberd validarse, es decir, se debe

confirmar y documentar que los resultados obtenidos son confiables. La validacion se
define como la evid ia experimental documentada de que un procedimiento cumpie con

el proposito para el que fue disefiado.

1.

Enun yo de ién se ideran los sigui parametros:

Linealidad . ¢+ La linealidad de un método analitico se refiere a la capacidad del

método para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion

A e

del comp > en la a en un intervalo de trabajo que p la

ini y i de lito para el cual el método ha sido probado y dentro del cual se

puede efectuar la interpolacion en una curva estandar.

Precisién. ¢ La precision esta relacionada con la dispersion de las medidas

alrededordes—uvalormedioo 1 y comresponde al grado de concordancia entre

resultados analiticos individual do el método se aplica repetid a difer
porciones de una muestra homogénea del producto, esta se evalia como repetibitidad y

reproducibilidad.
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Repetibilidad. ® Precision de un método que exp la variacio d de un
i y lat io t id entre determi & independientes  realizadas en
condiciones iguales.
Reproducibilidad. @ Es la precision de un método que exp 1a variacion ob d
entre determinacis independi: realizadas en dife diciones de analisi
Exactited. @ La exactitud de un método corresponde a la dancia entre ¢l valor
btenido experi 1 y el valor verdadero o de referencia.
Recup: i6n absoluta. ‘© Eficiencia del método litico para ificar ¢l o los
comp por 1i

Selectividad. ¢ Se refiere a 1a capacidad de un método para cuantificar exacta y

=

P el comp a i es decir, que pueda producir una sefial medible

debida solo al analito, libre de interferencia de otros componentes, en la matriz de la

muestra.
Sensibilidad.®"? La sensibilidad de un método corresponde a la i idad del
analito que puede producir un Itado significativo. Los parametros a definir al evaluar la

sensibilidad de un método son:

Limite de deteccién.!'’ Corresponde a la mini cc acion de lito en una
que puede d pero no i cuantificarse, en las condiciones
blecid: Su determi H puede cfc se por i6Gn con la P de un

bl

> o placebo, siendo positiva cuando 1a sefial supere la relacion sefial / ruido en un
factorde 2 o 3.
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Limite de cuantificacién. ’ Corresponde a la i6n mas baja del analito que

puede cuantificarse con precision y exactitud bajo las condiciones establecidas.

Estabilidad de la muwestra. @ Es la propiedad del por analizar de

conservar sus caracteristi desde 1 mc del > hasta su andlisis.

3.2. MONOGRAFIA DE METFORMINA

3.2.1. Propiedades fisi [{ 3.4

Polvo cristalino blanco, inodoro, soluble en agua y en etanol al 96%; priacticamente

insoluble en acetona, éter y cloroformo.

Estructura Molecular

CHs

™~
S T
NH NH

Figura 1. Estructura molecular de la metformins.

Féormula Condensada CH;Ns
Peso Molecular 129.17 g/mol
Pka 1125y2.8
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Nombre Quimico ‘N, N-Dimetilimidodicarbonimididiamida
1,1-Dimetilbiguanida

Nombre Genérico Metformina

Nombre Comercial Glucophage

Punto de fusion 222a226 °C

Sin6nimos Diab Diabex, Meti ide e Isl

3.2.2. Indicaciones terapéuticas.

La metformina esta indicada en la diab mellitus estable del adulto, especialmente
del obeso; fallas primarias y secundarias a otros hipoglucemiantes orales y diabéticos en

tr i con sulfonilureas con S ia al de peso.

3.2.3. Farmacocinética.®%"

Se absorbe principalmente a partir del # il delgado, su at ion  pued

extenderse alrededor de 6 horas; la unién a p i pl Ati s practs nula, se

excreta sin cambios en la orina, a una dosis de 500 mg su vida media es de 3.16 + 047 h.

La dosis maxima recomendada es de 3 g, tomados en tres dosis con las comidas. La

P

cc acion en pl en una condicion ble se al en un p dio de
24 + 093 h y es de 682.1 + 160.6 ng/mL. Su biodisponibilidad es del 50-60%. La

metformina se distribuye rapid en los tejidos y fluidos periféricos y més lentamente

en los eritrocitos. Las mayores concentraciones del firmaco se encuentran en los rifiones,

hicad 1andul: 3
Y
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]

La metformina se climina por los rifiones, en su mayor parte sin metabolizar,

mediante un proceso tubular por lo que en los i se puede producir una lacio
debido a una reduccién de la funcion renal. Los far i6oni pucd por tanto,
It su i6 bular. Un 10% de la dosis es excretada en las heces. La metformina se
pued lar en pack con CrCl (depuracion renal) < 60 mlVmin, lo que puede
aumentar el riesgo de acidosis Jactica.
3.2.4. Farmacodinamia.“ 59

Las principal .dela-"“---de.,! d el & i con
metformina p: ser un > del efecto de la insulina en los tejidos periféricos. A
través de potenciar las acciones de 1a insuli dég 1a sk is de glucog
del 5 1 quelético. También puede di inuir la glucosa plasmitica al reducir la
absorcion de la gl desde el i ino

A e’ i de accibn de la metformina no esth completamente

determinado, se cree que su principal efecto en la diabetes de tipo 2 es la disminucion de la

glucc é is hepati Ademss, la metformina mejora la utilizaciéon de Ia glucosa en
muasculo csquelético y en tejido adip do el te de la gh en la
membrana celular.
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La coadministracibn de metformina con otros antidiabéticos, en particular com

insulina y sulfonilureas la ividad hij Jucémi de estos Gltimos en los
enfermos diabéticos.

La fu id las i de thc i en pl y n un

gt

22% y ¢l ABC en un 15% sin que se observe ningan cambio significativo en el

aclaramiento renal de la metformina. Por owra parte, Ia tformina di inuye las

Axi de fur ida en pl y gre en un 31% y 12%,

resp i iend, bién reducida 1a vida media de climinacion de la furosemida en
un 32% que sin ser afe ‘;-el 1 i > renal.

Los farnmacos catidnicos que son climinad por i6n remal tubular como la

amiloride, cimetidina, digoxina, dofetilida, mitodrina, morfina, procainamida, quinidina,

quinina, ranitidina, triamtercne, trimetoprim o icil pucd ducir Ia climi o

porte

de la metformina al competir en un proceso de
No se recomienda el farmaco anti-arritmico dofetilida en pacientes tratados con
farmacos catiénicos ya que la metformina de i las

plasmaticas del primero.

Se ha observado inter ion entre ci idina y metformina con un aumento del 60%

en la Cmax de la metformina y un aumento del ABC del 40%. Otros fiirmacos antagonistas

H-2, como la f; idina y la nizatidina p i i que la cimetidina,

debido a una menor excrecion tubular.
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La coadministracién de nifedipina ta las e L Ati y el ABC
de metformina en un 20% y un 9%, respecti con un i de ia idad de
metformina excretado en 1a orina. La vida media de ¢limi ion no es afe da. Paroce ser

que la nifedipina anmenta la absorcién de la metformina, hecho a tener en cuenta si ambos

far os se admini <
Los paci bajo tr i antidiabético pueden temer hipogl ias si se
dministran i captopril o enalapril.
Los beta-b} d pued prol la hipogh ia al interferir con la
movilizacion de los depo6sitos de glucégeno o hiperglucemia inhibiendo la i6n de
1i y reduciendo la ibilidad de los tejidos a la insulina. Los beta-bloqueadores
bién pued ar alg de los sintomas de la hipoglucemia como la

taquicardia y el tremor.

La administracion de octreotide en pacientes tratados con antidiabéticos orales o

insulina puede producir hipog} ia debido a la disminucién de 1a motilidad intestinal que
ocasiona una reduccion de los niveles de gl post-prandiales. Los pacientes deben ser
idad itorizados si se admini ' dicomci

12
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S

3.2.8. Presentaciones, Forma Farmacséutica y Formulacion.'>

GLUCOPHAGE®FORTE. Tablctas
Farmacéuticos LAKESIDE, S.A.De C.V.

Cada tableta contiene:

Clorhidrato de formina 850 mg

1 tabl

Excipiente c.b.p.

Presentacion comercial: Caja con 40 tabletas de 850 mg en blister pack.

GLUCOPHAGE®. Tabletas
Farnmacéuticos LAKESIDE, S.A. DEC.V.

Cada tableta conticne:
Clorhidrato de metformina .........coevveerecneeee 500 mg
Excipi c.b.p. e ! tabl,

Presentaciin comercial: Caja con 15, 30, 60 tabletas de 500 mg en blister pack.

DIMEFOR?®. Tabletas
Laboratorios LILLY.

Cada tableta contiene :

Clorhidrato de metformina ...........cccoevenuciee 850 mg
Excipi c.b.p. 1 tabk
Pr ion cc ial: Frasco con 30, 60 tabletas de 850 mg.

13
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. DABEX?* Tabletas
Laboratorios MERCK S.A. DEC.V.

Cada tableta contiene:

Clorhidrato de metformina .........c.occooueeeuees 850 mg
Excipi c.b.p. 1 tabk
Pr io ial: Caja con 30 tabletas de 850 mg en blister pack.

DABEX®* Tabletas

Laboratorios MERCK S A. DEC.V.

Cada tableta contiene:

Clorhidrato de metformina .................c..eeeen S00 mg

=

ipi c.b.p. 1]

Presentacién comercial: Caja con 60 tabletas de 500 mg en blister pack.

14
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3.3. Métodos analiticos para cuantificar metformina en plasma.
Uno de las metodologias mas utilizadas en la actualidad para realizar determinaciones
de farmacos y sus metabolitos en diversos fluidos biologicos es la cromatografia de

liquidos de alta resoluciom que es una técnica de sep i6n basada en la migracion

dife ial de los de una la por interaccién entre una fase estacionaria de

gran superficie y una fase mévil que la recorre.

A continuacion se describen algunos métodos analiticos para la cuantificacién de

metformina por cr fia de liquidos de alta ¢ lucion:
Vesterquist y cols. & disefiaron un método por CLAR para cuantificar metformina en

pl utilizando una precol Wh SCX, una columna analitica Whatman SCX

(250 x 4.6 mm) y una fase moévil de fosfato de amonio 0.05 M. Las muestras las sometian a

una ultrafiltracion durante 30 minutos, posteriormente se tny ban al grafo y se
monitoreaba a una longitud de onda de 232 nm. Bajo estas condiciones la metformina

pr un tiempo de r ion alrededor de 5 mi s y la i lidad fue blccida en et

rango de 0.10 a 40 mg/L. con un cocficiente de correlacion de 0.988.
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Cheng y cols. ¢ desamrollaron un método por CLAR y d& ion al ultraviolcta para la
determinacién de metformina en pl Las condici grificas das fi
las sigui una col Hypersil HS silica (Sum) de 250 x 4.6 mm y una precolumna

Hichrom silica HS, la columna, se¢ mantuvo a una temperatura de 40°C; la fase movil

consistié de acetonitrilo y buffer de fosfato de amonio 0.03 M y pH=7 en una proporcién de

25:75 v/v, 1a velocidad de flyjo fue de Imi/min, ¢l dar intemo leado fué lol
ylad ion se realizé a una longitud de onda de 240 nm.

El método de extraccion fue una extraccion liquido-liquido y ¢ isti6 en la
acidifi ion de las as con acido clorhidrico 1 M, posteriormente se adicionb.

3

itrilo para la despr de las mismas, se agitaron durante 30 seg y se¢

centrifugaron a 1763 rpm durante 5 mi >s; el sob d se firid para que se le

adicionara diclorometano, se agitd 3 segundos y se centrifugdé a las condiciones dadas
anteriormente; de la fase acuosa se tom¢ la alicuota que se inyecta al cromatografo.

Los resultados obtenidos fueron un tiempo de retencion de 7.8 y 6.8 minutos para la

metformina y el lol i un fici de correlacion de 0.999 en un

P

rango de concentraciéon de 10 a 2000 ng/mL.
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3.4. Diabetes®'?

La giab es una cnfermedad crénica que incapacita al or i a utilizar los
ali ) d Para bolizar la gt d d el or
una ia llamada insulina, la cual c¢s una hormona producida en ¢l pincreas, y

cuya funcién es regular ¢l uso de la glucosa en ¢l organismo. La insulina trabaja
permitiéndole a la glucosa alojarse en las células para que éstas la utilicem como
combustible, manteniendo a su vez los niveles de glucosa en la sangre dentro de 1o normal

(70 a 110 mg/dl).

3

La diabetes consta de un grupo de sindromes i s por hiper

alteraciones del metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas , y aumento del riesgo

por enfer dad lar. La yoria de los pacientes pueden

de cc

Prar) ;. diah.

clasificarse clinicamente como con diabetes i P o tipo 1; o

diab no insulinod di o diab tipo 2. La incidencia de cada tipo dc diabetes

varia mucho en todo ¢l mundo. La mayoria de los diabéti tienc diab no

linod ofi la incid ia de esta aumenta con la edad y es afectada por la

P

etnicidad dentro de un pais.
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En la diabetes tipo 1 el organismo destruye las células productoras de insulina en e

pPancreas y como itado se inhibe la prod ion de insulina. La d ollan g s
nifios y jévenes adultos, pecro puede aparecer a cualquier cdad. Las personas que pueden
desarrollar este tipo de diabetes son las que tengan familiares directos con este tipo de

diabetes y el riesgo en los asi El i ipleado es dicta, cjercicio e

inyecciones de insulina.

A diferencia de las personas que tienen diabetes tipo 1, que no producen insulina en lo
absoluto, las personas con di_abctcs tipo 2 si producen insulina. Sin embargo, no producen
suficiente insulina o ¢l cuerpo no aprovecha adecuadamente la insulina que producen.

La diabetes no insulinodependiente o tipo 2 es una afeccion caracterizada por una

marcada ineficiencia del cuerpo para utilizar insulina, es decir, no es propiamente una

defici ia de i bi sino una resi ia ala i6n de la h en los sitios donde
ocurre el bolismo o fc i6n del az o gh por lo que sc habla de una
resi ia a insulina. Los i por los que esta resistencia a insulina se origina son
muy variados, en su mayoria se deben a una combi ion de f: éti ind
con factores de estilo de vida como obesidad y habitos dietéti; inapropiad
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E Vi las célul se de producir insulina y dejan de funcionar

corr te. Ei los niveles de ) en er y se lla la

diabetes. Este tipo de diabetes se desarrolla en personas mayores de 45 afios gencralmente

con sobrep y los fz de riesgo son un historial familiar de diabetes, falta de
ejercicio fi de la presion arterial y en los niveles de lipidos en
sangre.

La mayoria de la gente que padece diabetes tipo 2 no necesita ser tratada con

insulina. Aproximadamente, un 25 % solo requiere ser tratado a través de dietas y

programas de ¢jercicios y un 50 %, es tratado con di s orales, d inad

12 ipog 7 orales para mantener los niveles de azucar de la sangre en valores

1o mds cercanos a lo normal como sea posible.

Los sintomas caracteristicos son: poliuria (orina frecuente), polidipsia (sed incesante),

polifagia (hambre continua) y otros como visién borrosa, fatiga, sequedad de

PP S

mes g y perdida de peso involuntario.

Aunque aun no hay una cura para la diabetes, ésta puede ser controlada. La meta

principal en el i es los niveles de 0 en la gre (gli ia) lo mas
cerca del rango normal como sea posible (70 a 110 mg/dl) durante la mayor cantidad de

tiempo.
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T

Los alimentos hacen que los niveles de T se ¢k n, y el ejercicio y la insulina
hacen que éstos nivel ismi . El 1 de la diab es un bal de
estos tres el »s. Si este bal no se bl i el riesgo de que suceda una de
las dos emergencias en diabetes, que son: hipogl ia (bajos niveles de i en la
sangre) o hiperglucemia (elevados niveles de azi enla gre). Si los niveles de

se mantiencn muy clevados por un periodo de tiempo largo, esto puede traer como

cC ia una i

peligrosa, d s Lo
El tr i > de la diab no insulinodependiente se basa en la dieta y cl gjercicio,

pero en ciertas ocasiones €l hacer dieta no es suficiente para controlar 1a diabetes por lo que

se utili hipogi i orales; dentro de los les sc an las sulfonil las

Py

tiazolidonas, inhibidores de a-gh ylas

Las tiazolidonas dismi lar a la insulina en los tejidos del cuerpo
permitiendo asi la entrada de la glucosa a las células, de esta forma ayudan a Ja insulina a

trabajar mejor en los musculos y las grasas.

Los inhibidores de la a-gl idl 0 lisminuyendo la absorcion de azucar en el
intestino después de las comidas. Estc tipo de medi puede tener efe
darios incluyendo gases y diarrea.
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Las sulfonil hipogt ia al imular la lib i6n de insulina a partir
de las células pancreaticas B. La administraciém de estas a paci con diab tipo 2
aumentan la liberacién de insulina desde el pa , bién pucd i las

cifras de insulina al reducir la depuracion de la hormona en ¢l higado.
Las sulfonilureas se utilizan para controlar la hiperglucemia en pacicntes con diabetes
tipo 2 en i es imposible al control apropiado sélo con cambios de la dieta.

Solo un 2 % de las personas que comi do medi > ! paralizan su
utilizacion por reacciones adversas.

Las biguanidas (la fenformina, la buformina y la metformina) producen descenso de

la glucemia en los 1! Y suj pancr ivos, pero no se ha demostrado que
pucd. se d un Japso prolongado sin insulina; a diferencia de las
sulfoniureas, aan benefici en los diabéti dult o del tipo 2. Pueden actuar

en ausencia de insulina y de pancreas funcionante. Inhiben la absorcion intestinal de

glucosa; la captacion de glucosa por el lo; inhib la gl ¢n
hepiatica da en los diabéticos y imulan la glucolisis anaerobia. Su absorcion es
similar a la de las sulfonilureas y su vol de distribucion de alrededor de 0.1 L/kg. Son
drogas de accion fugaz por lo que conviene la admini i6n dec preparados de i

prolongada para poder realizar una toma diaria.
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Las bi idas son cap: de producir , n4 oM colicos y diarrea.

La acidosis lactica es rara y se trata por inyecciéon intravenosa de bicarbonato de
sodio. La hipoglucemia es muy poco frecuente, nunca grave y code ripidamente a la
ingestion de aziocar. Estdn indicadas junto con las sulfoniulureas en caso de que estas

ultimas solas no puedan controlar bien la diabetes o bien de da en los diabéti muy
obesos; sc emplean solas en diabéti muy ob no co lables con una dicta pobre en
calorias.

La fenformina es un farmaco potente, pero menos que la glibenclamida y la d ion
de accidn es un poco mayor que la de la tolbutamida; se oxida en el organismo
parcialmente y junto con su metabolito se excreta en la orina en forma rapida, su vida
media es de 7 horas. La fenformina dejo de usarse debido a una relacion con acidosis
lactica.

La buformina es menos activa que la fenformina, se excreta en la orina como tal y su

vida media es de alrededor de 5 horas; esta tiene uso limitado.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
El trabajo realizado consistié¢ de dos partes:
1. Desarrollo y validacion del método analitico.
2. Anilisis de muestras plasmdticas para mostrar su
aplicacion.
4.1. Desarrolio de! método analitico.
El desarrolio del método se basd en lo descrito por Yuen y cols. ¢* con algunas

id

modificaciones que se i a i

* Se adecud la fase movil: se cambié de solucion amortiguadora de fosfato de
amonio 0.05 M pH 7.0:metanol:acetonitrilo en proporciéon 45:15:40 v/v por una

3. Y

< i por i6n amorti d de fosfato de amonio 0.05 M pH

7.0:metanol en proporcién 40:60 v/v.
e Se cambié de columna por una de caracteristicas similares a la utilizada en la

o . N " .
T anterior

e El intervalo de concentraciones de la curva de calibracién, se modificé de un
° imtervalo de 62.5 a 4000 ng/mL por un rango de 10 a 4000 ng/mL.
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4.1.1. Material, reactivos y equipo.

< s

de refer

Metformina HCl estandar secundario, lote 0112000032, darizado

primario de clorhidrato de metformina EP ( Farmacopea Europea) lote 1.

Reactivos

Acido perclérico, R.A. J.T. Baker

Agua desionizada, grado CLAR

Fosfato de amonio, R.A. J.T. Baker

Hidréxido de amonio, R.A. J.T. Baker

Mectanol, grado CLAR J.T. Baker

Acetonitrilo, grado CLAR J.T. Baker

Plasma humano con certificado de pruebas de grupo sanguineo, factor Rh, VDRL y VHI
obtenido del Banco de Sangre del Hospital Central Sur de Alta Especialidad.

Equipo

Agitador vortex Thermolyne
Balanza analitica OHAUS
Centrifuga Eppendorf
Micropipetas Eppendorf
Pipeta repetidora Eppendorf

Sonicador Cole-Parmer
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Equipo cromatogri#fico

Cromat6grafo de liquidos Waters Millenium equipado con:
Detector uv modelo 2487

Inyector automitico 717 plus Waters

Bomba cuaternaria Controllers 600

P. de i i6n Milleni version 32

4.1.2. Preparacion de las soluciones.

Solucién amortiguadora de fosf: de w0 0.05S M pH=7.0
Pesar 5.84 g de fosfato de amonio y transfervirlo a un matraz volumétrico de t L,
disolver con 500 mL de agua CLAR ajustar ¢l pH a 7.0 con hidroxido de amonio

concentrado, y llevar a v con esta mi! Filtrar la soluciéon al vacio y desgasificar

durante 20 minutos.

Solucibn estdndar de metformina de 100 pug/ml.

Pesar con exactiud 10 mg de estandar de metformina, transferirio a un matraz
volumétrico de 100 mL, disolver con 50 mL de metanol grado CLAR y llevar a volumen

con el mismo.

Solucib indar de metformina de 10 pg/mL

Tomar 10 mL de la solucién de 100 pg/ml., irla a un lumétrico de

100 mL y llevar a volumen con metanol grado CLAR.
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4.1.3. Preparacion de la curva patrén.

Se evaluaron los sigui P correspondi a la curva de calibracion: 10, 50,
100, 250, 500, 1000, 2000, 3000 y 4000 ng/mL y tres p control, Yy k de
co acion se aban dentro del intervalo, pero no per A a los !
establecidos para la curva de calibracion. Los valores de cc acion asi dos para los

puntos control fueron 30, 750, 3500 ng/mL.
En la tabla 1 se esquematiza la preparacién de los puntos cofrespondientes a la curva

de calibracion y puntos de control cc iendo mina en p El procedimiento

fue el siguiente: depositar las alicuotas en tubos de vidrio de 16x150 mm, evaporar en bafio

1 . 1

de agua a 40°C y recc ituir en p >en

-y

Tabla 1. Preparacién de la curva patrén.

= == YN PP T Vol P
(ng/mil) patrén de 10 pg/ml para recontituir
(1)) (ml)
10 1
30 3
50 5
00 10 1
250 25 1
500 S50 1
750 75 1
000 100 1
2000 200
3000 300
3500 350
4000 400
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4.1.4. Sel ion de ia | cr grafica.

Se probaron dos 1 fi de caracteristicas semcjantes a |
empleadas en las referencia consultada.

La el i6n de la col se hizo en base a la dicion de los sigui & os

cromatograficos: factor de capacidad 2<K<10, como indicador del grado de retencion de la
metformina entre la fase estacionaria y la fase movil; simetria < 2, como indicador de 1a
deformacién o asimetria del pico lo cual es importante ya que de acuerdo a su magnitud se

pueden pr errores iderables de i i

Las columnas se probaron con las mismas fases moviles y los mismos métodos de
extraccién, modificando una variable a la vez, después de analizar Jos resultados obtenidos

a A

se determinaron las condicione: lir con lo d
P!

antcriormente.

Las columnas de prueba fueron:
® Waters Spherisorb C18 5 pum Phenyl 4.6 x 250 mm.

= Waters Spherisorb C18 5 jun CN 4.6 x 250 mm.
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4.1.5. Eleccion de ia fase mévil.

La eleccion de la fase moévil se basod en la ob ion de 4 i
o6ptimos; simetria < 2.0 y el tiempo de ion, que izaran una b separaciéon de
comp dog del pl facilidad de integracion y cuantificacién de los picos
cromatograficos, la fase movil pleada inicial fue soluciéon amorti d de
fosfato de amonio 0.05 M pH 7.0 ) | itrilo en proporci 45:15:40 v/iv y los

bio: fizados consistieron en modificar la proporciéon de los componentes,
manteniendo el mismo pH, hasta ob resultad que isfaci an los criterios
anteriores.

4.1.6. Método de extraccién.

Tomando lo reportado en el método de referencia la etapa en ¢l proceso de extraccion

que se evalud, fue la precipitacion de la a pl Ati iendo el sigui el

empleado para el desarrolio (Fig. 2):
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L ZSOuIdepIasmaj

+

[ Aeente precipitante |
!

| Agitar en vortex 1 min J

l

[ Centrifugar a 14000 rpm 10 min I

l

I Inyectar el sobrenadante l

Figura 2. Esq del método de extr b
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Los precipil ¥y sus volu cor dientes fi
e Acido tricloroacético al 10 %, 50 nl.
® Metanol HPLC, 1 ml.

e Acido perclérico al 60 %, 10 pl.

Para seleccionar el método de extr i6n se considerd aquel gue permiticra obtener un
mayor recobro del fammaco y una minima presencia de impurezas procedentes de
comp del pi

4.2. Validacion del método.

El método analitico se validé de acuerdo a los criterios establecidos en la Norma
Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, en lo que se refiere a la validacion de método:

analiticos para realizar pruebas de bioequivalencia. Los parametros evaluados fueron los

siguientes:

4.2.1. Linealidad de! método

La lincalidad se determiné preparando 3 curvas de calibracion en ptasma con 9

difer a partir de pesadas independientes de metformina, ¢l rango
evaluado de i fue de 10 a 4000 ng/mL.
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Las se pr on ¢ iny al ografo de do al métod

las

log de areas con respecto a log de la

[T ion de la formina y s¢ determinaron para las wres curvas el cocficiente de
correlacién (1), la pendiente (m) y 1a ordenada al origen (b).

El método se considera lineal si el fici de lacion es mayor o igual 2 0.99.

4.2.2. Precision.

La precision se evalud en dos partes: repetibilidad y reproducibitidad. Para evaluar la

repetibilidad sc lizaron en un mi dia por qui licado tres i (baja,

dia y alta) idas de metformina en plasma; estas deben de ser diferentes a los puntos
de la curva de calibracion, pero que se encuentren en el intervalo de esta.
En el caso de la reproducibilidad se analizaron por duplicado las tres concentracioncs

conocidas de metformina durante tres dias.

El criterio de aceptaciéon fué que el fici de variacion no debe ser mayor al
15%.
4.2_3. Exactitud.
Para evaluar la exactitud se consideraron los datos de repetibilidad y reproducibilidad;
para los cuales se determiné la desviaci bsol de ‘Ia G uperad
promedio con resp ala i6n nominal cor di
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El criterio de ptacion fué el sigui el valor pr dio de las d inaci en

cada nivel de concentraciéon debe estar dentro del + 15% del valor nominal.

Cantidad adici da — Cantidad recuperadal

I
.abs% = 100
Desvabs¥e * Cantidad adicionada

4.2.4. Selectividad.

La selectividad se lué L do bl de pt y as de pl

a las que se les afladié farmacos de uso comun. Se consideré que s¢ cumple esta prueba si

no se p interfe ias en el tiempo de r i6n de la metformina.

4.2.5. Limite de cuantificacion.

Para evaluar este parametro se preparo® por

p do la co ion mas baja

del rango de trabajo: el limite es valido, si su valor promedio cae dentro del 20% del valor

nominal y su coefici de variacién no es mayor al 20%.

4.2.6. Limite de deteccidn.

Este parametro se determindé preparandc por qui licado diluci del utt

en la

punto de la curva hasta la concentracion a la cual 1a sefial del p por
matriz biologica pudo distinguirse de los niveles dec ruido o de una muestra libre del

compuesto de interés.
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4.2.7. Recobro absoluto.

El bro se definié como el por je del area de metformina recuperada después
de la extraccion de las muestras de la matriz biolégica, comparada con el area de un
andar no ido al p o de extraccion. Se evalud preparando por triplicado en

plasma y fase mévil tres niveles de concentracion (30, 750 y 3500 ng/mL.).

4 Py A

Las muestras plasmaticas se procesaron de do at > de >N

propuesto, y se inyectaron al cromatégrafo. Se evalué la cantidad recuperada en base a la

respuesta de las muestras plasmiticas extraidas comparadas con aquellas que no fucron

sometidas al proceso de extr ion. El por yje de esta relacion debe ser reproducible en

cada nivel de concentracion.

4.2.8. Estabilidad.

Esta prueba consistié en determinar las dici de P a y tiempo en las
que la metformina per ble en el pl dh su 1 >y Y
prc i . Se lao la resp por duplicado de de wres niveles de

concentracion distintas a la curva de calibraciéon, pero que se incluyen en su rango: bajo,
medio y alto: 30, 750 y 3500 ng/ml respectivamente.

Los datos correspondientes a cada nivel de concentracion se obtuvieron introduciendo
los valores de drea en la ecuaciéon de la recta, derivada de 1a regresion lineal de la curva de

calibracién analizada el mismo dia que las muestra.
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Para que la metformina se id blc en las dife condici tuad,
la desviacion absoluta de la ion perada pr dio para cada nivel de
concentraciéon con P al valor inicial debe ser del 15%.

4.2.8.1. Establlidad a L

L o

Se prepararon por duplicado 3 niveles de concentracién conocida de metformina en
plasma (30, 750, 3500 ug/mL), sc procesaron y se inyectaron 25 ul de cada nivel de
concentraciéon (tiempo cero). El volumen restante se conservé a temperatura ambiente y

posteriormente se procesoé e inyecto a las 24 y 48 horas de su preparacion.

4.2.8.2. Establlidad en congelacion ( -70°C).

2o =4

Se prep on por duplicado en pl los tres niveles de se

procesaron y se inyectaron. El vol se vé a -70°C, posteriortnente sc

descongeld para procesar e inycctar nucvamente, lo que implica un ciclo de congelacion —

descongelacion; este ciclo se evalué a los 19 y a los 29 dias.
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4.2.8.3. Establlidad bajo ciclos de congel -d o

Para cvaluar la estabilidad de metformina en plasma bajo ciclos congelacion-

A Tacict
descc se p

»n por duplicado tres niveles de ion: 30, 750 y 3500

ng/mL, las cuales fi b das a —70°C, idas a 2 ciclos de cong -

descongelacién a las 24 y 48 horas, y analizadas.

4.2.8.4. Estabillidad en refrigeracion.

Se p on por duplicado los tres niveles de 6 ida de formina
en plasma se procesaron y se inyectaron. El vol se v en refrigeracién
para posterior Pre {0 e inyectarlo nuevamente a las 24 y 48 horas posteriores a su
preparacion.

4.2.8.5. Estabilidad de la Pr ol

Se procesaron por duplicado tres niveles de concentraciéon conocida de metformina en

1 las les fueron col das a a b para scr inyectadas al tiempo

P P

ceroyalas 7,10 y 24 horas.
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4.3. Aplicacion del método.

El método analitico desarrollado y validado, fue aplicado en ¢l andlisis de muestras

pl i pr i de 6 vol ios sanos, d ¢s de la admini ion de una dosis

oral unica de 850 mg de metformina.

4.3.1. Procedimiento.

Se administré a cada k io 850 mg de metformina con 250 ml. de agua en

condiciones de ayuno.

Se colectaron de 8 a 10 mL de sangre venosa antes de cada administracion y a los 30,

45, 60, 75, 90 minutos, 2, 2.5, 3, 4, 6, 9 y 12 horas después de la admini i6n oral del
farmaco. Durante cada toma de se llevo regi de los sign itales. Las

se centrifugaron a 3500 rpm, s¢ separd el pl y se ak a —70°C hasta su
analisis.

4.3.2. Voluntarios.

De do a los li i prop en el ;! de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para la Salud, la participacion de todos los sujetos en el

estudio de formina fue h ia, para lo cual fimmaron una cara de coansentimicnto
informado, en las que se les indico 1a naturaleza y fines del estudio asi como de los efectos
secundarios del fArmaco y del pr a ir di Ia lizacion de éste.
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El estado de salud de los 1 ios se d iné mediante un historial clinico

pruebas de gabinete, prucbas de laboratorio y deteccion de drogas de abuso.

4.3.2.1. Criterios de inclusion de voluntarios.

- Se inch on vol ios clini sanos, del sexo masculino con edades cntre
18 y 40 afios.
- Los vol ios no deb ingerir ningun medi por lo 2
antes del estudio y hasta Pl lo, ni ir alcohol, café, tab o bebidas de cola
por lo menos 48 horas antes del dio o d el

- El indice de masa corporal de los sujetos debe estar entre 19 y 30.
- Los volntarios deben tener un buen estado de salud determinado por los

resultados de una historia clinica.

4.3.2.2. Criterios de fusion de vol jos.
e Se descarté a todo voluntario que no cumpliera con los critcrios de inclusion

propuestos.

e Nose ptaron a los que p ibilidad o alergia a la metformina.

e Se excluyeron a los individuos que presentaron alguna alteracion en sus signos

vitales.
e Se rechazaron a los que p DOS gastroi inal hiper o
arterial e insufici ia renal o hepati
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e Se descartaron los sujetos que mostraron 3 de & diccion o de

abuso de farmacos.

4.4. Antlisis de las muestras.

El anidlisis de las as se liz6 utilizando el método de crc afia de

liquidos de alta lucién previ fidado; en cada corrida se analizaron las muestras

de tres voluntarios.

Las as del dio se 1i junto con una curva de calibracion y 6

muestras de control de calidad (30, 750 y 3500 ng/mL) por duplicado; para cvaluar la

validez de la corrida, colocando una muestra control cada 6 de vol io. Se
utilizé el integrador np ional Millenni 32 para determinar las dreas de los picos de
metformina.

Las relaciones de log de darea de metformina (y) y el log de las concentraciones de los

Lo 4

es (x) sec aj por medio de un anilisis de regresion log-log lineal por minimos
cuadrados a la ecuacién log y = log b + m log x, dondec "log b" es 1a ordenada al origen
(intercepto-y), y "m" es la pendiente de la curva de calibracion. El area de metfonmina de
las muestras del estudio (en términos logaritmicos) fue convertida a concentraciones

do los par disticos d&
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S. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

S5.1. Desarrolio del método por CLAR para cuantificar metformina en
plasma.
La fase mévil de eleccion fué solucién amortiguadora de fosfato de amonio 0.05 M pH
7: Metanol en proporcion 40:60 (v/v) a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min wtilizando la
columna Waters Spherisorb 5 um CN, ya que estas condiciones pemnmitieron obtener

mejores parametros cromatograficos.

El pleado para precipitar las lasmaticas cn la in de

metformina fue el acido perclorico al 60 %, con el cual se ot un b ior a los

obtenidos con los otros agentes evaluados.

Las dici cr aficas para el anilisis de las muestras sc presentan en la

tabla 2.

Tabla 2. Condiciones cromatogréficas.

D UV _Vis__
Longitud de onda 234 nm
Columna Waters Spherisorb S um CN 4.6 x
250 mun
Fase movil Mo i lucié i de
fosfato dec amonio 0.05 M pH 7.0
(60:40)
Velocidad de flujo 1.0 ml/min.
Volumen de inyeccion 25l
Tiempo de corrida 9.0 min.
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Con las coadiciones cromatograficas blecidas anteri se obtuvi los
para Afi (Tabla 3).
Tabla 3. Pardmetros cr grificos lead:
Para > Valor
Tiempo de retencion (tr) 8.5 min.

K 5.0

Simetria 1.2
El método de extraccion sel & do para las pl Ati sc p! en la

figura 3:

| 250 ul de plasma J
+

L 10 pl de 4cido perclérico al 60 % I

:

I Agitar en vortex durante un minuto I

4

| Ceutrifugar durante 10 minutos a 14000 rpm I

!

I Inyectar del sobrenadante 25 pl I

Figura 3. Esquema de extraccién para cuantificar metforminas en plasms.
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5.2. Validacion del método analitico para cuantificar metformina en
plasma.
Una vez establecidas las condiciones analiticas optimas, se procedié a validar el
método analitico para cuantificar metformina en pl Los lados se pr a

continuacién.

5.2.1. Linealidad del método.

Los resultados correspondicntes a la eval ion de la li lidad del método analitico
se muestran cn la tabla 4, donde sc¢ puede observar que el método analitico fue lincal

(r>0.99) en ¢l rango de concentraciones de 10 a 4000 ng/mL..

Tabla 4. Linealidad del método para cuantificar metformins ea plasma.

Curva 1 Curva 2 Curva 3
Concentracién log &reas log areas log areas Promedio{ D.E. C V%
(ng/mL)
10 3.1379 3.0976 3.0737 3.1031 0.0324 0441
50 3.8014 3.7695 3.7614 3.7774 0.02 5585
100 4.1358 4.0879 4.0756 4.0998 0.0318 [ 0.7756
250 4.537¢€ 4.4990 4.4956 4.5107 0.023: D.5165
500 4.8579 4.8029 4.8045 4.8218 | 0.0313 | 0.6491
1000 5.155¢ 5.1254 5.1110 5.1307 0.0227 | 0.4424
2000 5.4622 5.4245 5.4165 5.4344 0.0244 ). 4489
3000 5.6397 5.6027 5.583C 5.6085 0.0287 ).5117
4000 5.7658 5.7132 5.7282 5.7357 0.0270 | 0.4707
m 0173 1.0159 1.0222
b 2.1017 2.0640 2.0399
r 0.9999 0.9999 0.9999
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EnIasiguicnteﬁgurasgptesen:alagréﬁcapromediodelogdetteasoonﬂspectoal

log de 1a ion pl ica de metformina.
eo
,j "
80 -{ /./.
g as /-
2 4o
3s
30
10 s 20 28 30 35«0

Figura 4. Linclidad del método para la determinacién de metformias en plasma.

Establecido el rango de la curva de calibracion, se defini las 2 para
evaluar los pard 0s de precision, itud, bilidad, limite de cuantificacién y limite

de deteccion, las cuales difieren de la curva pero estan incluidas en el rango. Las

cc i plead. fueron 30, 750 y 3500 ng/ml., nivel bajo, medio y alo

respectivamente.
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5.2.2. Precision y exactitud.
85.2.2.1. Repetibilidad.
En la tabla S se an los r Itados de la prucba de repetibilidad del método, en

donde se observa que el coeficiente de variacion fue de 3.59 a 5.64 %, mientras que la
desviacion absoluta con resp al valor inal fue a 1.71 %; en ambas prucbas,

la variacién fue menor al limite maximo del 15%.

Tabla S. Repetibilidad del método.

Muestra Cantidad recuperada (ng/mL)
1 3321 816.14 3650.77
2 30.10 736.29 3356.45
3 30.77 735.08 3397.01
4 28.49 737.85 3356.30
5 30.00 776.40 3476.08
Promedio 30.51 760.35 344732
DE. 1.72 35.69 123.79
CV.% 564 469 3.59
Cantidad adicionada
30 750 3500
(ng/mL)
Desv.abs % 1.71 1.38 1.51
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5.2.2.2. Reproducibilidad.

En la tabla 6 se los resultados de 1a prucba de reproducibilidad del mé

s

1

en donde se¢ observa que el fici de vari se en un rango de 295 a

5.99%, el cual no rebasa el limite maximo del 15% y la desviacién absoluta con respecto al

valor nominal fuc menor a 1.74% en los tres niveles de i6n evaluados d los
tres dias de trabajo, por lo que se id que el método analitico es preciso y exacto.

Tabla 6. Reproducibilidad del método.

Cantidad recuperada (ng/ml.)
Dia Réplica nimero Control bajo Control medio Control alto
30 ng/mL. 250ng/mi, 3500 ng/ml. |
1 1 3321 816.14 3650.77
2 30.10 736.29 3356.45
2 1 28.59 775.23 358597
2 29.88 764.03 3493 .34
3 1 29.56 744.90 3530.66
2 28.11 741.81 3447.64
Promedio 2991 763.07 3510.81
DE. 1.79 29.88 103.69
CV.% 5.99 392 29S8
Cantidad adicionada (ng/mL.) 30 750 3500
Desviacién absoluta % 0.31 1.74 0.31
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5.2.3. Limite de deteccién.

El limite de d& Ci poodic a la ion de 5 ng/ml. en donde 1a sefial

del p por li en la matriz biologica fué tres veces mayor que el nivel de
ruido.
5.2.4. Limite de cuantificacion.

Sc consideré 10 ng/mL como la cantidad minima cuantificable, ya quec csta fuc la

concentracion mas baja del rango de trabajo cuyo valor promedio cae dentro del £20% del

valor inal ( idad adici da) con un coefici de variacién no mayor que 20%.

8.2.8. Selectividad.

En la figura 5 sc pr los btenidos en la 1] 2 de la
lectividad. d és de pr as pl i iendo diversos farmacos de

uso comun; y se€ observa que ninguno de los farmacos utilizados interfiere con ¢l pico de la

metformina.
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1 VT A -

e
om 10 208 108 a0 [ e m “m "o

Estandar 2000 ng/ml de metformina

Blanco de Plasma

- JUW‘\ ﬁ_c

e JU L e

0ce s n ) To0 3 100

==V Lgh__% ;

om T M am A s o 7 "o .00
Pt dido con par "
2= U F
]
0
8%, 1o 2m 3% e s em rm LT -] *om

Plasma afiadido con heparina

Figura S. Selectividad del métedo.
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8.2.6. Recobro absoluto.

En la tabla 7 se pr <l p je de r bro para enf

Tabla 7. Recobro absoluto de metformina en plasma.

Estindar en pl Estandar en fase modvil Recobro %
Estandar (extraido) ( no extraido)
Arca de metformina Area de metfonnina
Control Alto 436741.5 424264.5
3500 ng/mL 436229.5 42 102.50
446160.0 435
Promedio 439710.3 4289935
Control Medio 95343.0 91666.
750 ng/ml. 93028.0 895 103.93
91408.0 880
Promedio 932589.7 89733
Control bajo 35140 33880
30 ng/mL. 3587.0 3502.0 103.24
3648.0 35220
Promedio 3883.0 3470.7
El recobro de metformina fue de 103.22% en pr dio, o insdo a las
concentraciones de 30 ng/mL (nivel bajo), 750 ng/mlL (nivel medio) y 3500 ng/ml. (alto),
lo que indica que el método de extracciéon permite ob una by P #on del
farmaco, este p je fuc en el intervalo de ' analizad
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$.2.7. Estabilidad.

5.2.7.4. Establiidad de la muestra a temperatura ambiente.

En la tabla 8 se los ltados correspondi a la cuantificaciéon dc

muestras mantenidas a8 temperatura ambiente durante 24 y 48 horas, después de su
preparacion. Se observa que las as

Aecviacicn aheol

P una al
15% con respecto al valor original, por lo que se¢ considera que la metformina es cstable

bajo estas condiciones.

Tabia 8. Estabilidad de Ia muestra a temperstura ambiente.

i Tiempo O 1
Bajo Medio Alto
30ng/mL 750ng/mL. 3500ng/mL
31.49 775.05 3684.26
30.06 773.73 356199
Promedio 30.78 774.39 3623.13
1 Tiempo 24 horas _ 1
Bajo Medio Alto
- 30ng/ml 750 ng/ml. 3500ng/mL.
32.09 764.21 3630.71
29.32 T757.17 3552.36
Promedio 30.71 760.69 3591.54
Desv.abs% 0.23 1.77 0.87
| | Tiempo 48 horas 1
Bajo Medio Alwo
30ng/mL 750 ng/mL. 3500 ng/ml.
32.23 805.32 379560
32.13 824.01 3747.66
Promedio 32.18 814.67 3771.63
Desv.abs% 4.57 5.20 4.10
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5.2.7.2. Establidad de Ila & N cong L
En la tabla 9 se los r Itad: correspondicntes a la cumatificacin de
idas a lacién (-70°C) d 19 y 29 dias, los cuales presentaron una
d iacion absol al 15% con resp al wvalor original, por lo que se¢ coasidera

que la metformina es estable bajo estas condiciones.

Tabla 9. Estabilidad de la 2 en comgelacib
1 Tiempo 0 |
Bajo Medio Alto
30ng/mL 750 ng/mL 3500 ng/mL
31.49 775.05 3684.26
30.06 773.73 3561.99
Promedio 30.78 774.39 3623.13
I | Tiempo 19 dias |
Bajo Medio Alo
30 ng/mL 750 ng/mL 3500 ng/mL
30.72 774.68 3629.38
31.93 768.36 3589.02
Promedio 31.33 771.52 3609.20
Desv.abs% 1.79 0.37 0.38
] Tiempo 29 dias - F
Bajo Medio Aho
30ng/mL 750 ng/mL 3500 ng/mL
28.64 781.45 3635.99
30.36 782.13 3649.63
Promedio 29.50 781.79 3642.81

Desv.abs% 4.14 0.96 0.54
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-

5.2.7.3. Establlidad de la bajo ciclos de congelacién -
descongeiacion.
En la tabla 10 se los itad spondi a la cumntificacion de
idas a dos ciclos de lacion — & laci6n, en esta se puede obscrvar
que los val t id plen con el limite de +:15% del valor original, por lo que se

concluye que la metformina es estable a -70°C bajo dos cicl de tacio

descongelacion (24 y 48 horas).

Tabla 10. Estabilidad de Ia tra en ciclos de congelacién — & gelacié
1 Dia 0 1
Bajo Medio Alto
30 ng/mL 750 ng/mL 3500 ng/ml.
31.49 775.05 3684.26
30.06 773.73 3561.99
Promedio 30.78 774.39 3623.13
— —1 ler. Ciclo L
Bajo Medio Alo
3Q ng/s 750 ng/mL 3500 ng/ml
30.72 774.68 3629.38
31.93 768.36 3589.02
Promedio 31.33 771.52 3609.20
Desv.abs% 1.79 0.37 0.38
1 2°. Ciclo |
Bajo Medio Alo
30 ng/mL 750 ng/mL 3500 ng/mL
31.94 780.88 345334
33.65 785.76 355803
Promedio 32.79 783.32 3505.68
Desv.abs% 6.56 1.15 3.24
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S

5.2.7.4. Establlidad de la muestra en refrigeracion.

En la tabla 11 se

los

(Y r

a la cusntificacién de

muestras procesadas conservadas en refrigeracion a 5° C durante 24 y 48 horas después de

su preparacion; en la cual se puede observar que los | b id k con cl
limite del +15% del valor original, con lo cual se d 2 que la formina es ble a
estas condiciones.
Tabla 11. Estabilidad de is en refrig b6
| Tiempo 0 |
Bajo Medio Alto
30 ng/mL 750 ng/mL 3500 ng/mlL
31.49 775.05 3684.26
30.06 773.73 3561.99
Promedio 30.78 774.39 3623.13
—1 _Ticmpo 24 boras_ 1
Bajo Medio Alto
30 ng/mL 750 ng/mlL. 3500 ng/mlL.
31.50 788.43 3646.61
30.28 778.43 3555.72
Promedio 30.89 783.43 3601.17
Desv.abs% 0.37 1.17 0.61
1 Tiempo 48 heras |
Bajo Medio Ahlo
30 ng/mL 750 ng/mlL. 3500 ng/mL
33.30 771.03 3592.13
32.64 795.41 3512.51
Promedio 32.97 783.22 355232
Desv.abs% 7.13 1.14 1.95

51




RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.2.7.8. Estabilidad de la a pr o
En Ia tabla 12 se an los resultados cor di a la cuantificacién de las
después de ser idas al p de ion y idas a temp 3
ambicnte durante 7,10 y 24 horas, de acuerdo con los itados sc R gue la
pre dacs ble durante 10 horas.

De do a los Itados anteriores se concluye, que las de tfc ina en
pl fi bles a temperatura ambiente y en refrigeracion durante 48 horas; en
congelaciéon durante 29 dias, durante dos ciclos de gelacion — d lacion y d
10 horas después de se al método de ion ya que la desviacion absoluta con
resp > al valor inicial fue del 15 %.

Analizando los ltados de la validacion, s blecié que ¢l método analitico es

fiable y ad do para ificar tf ina en pl y para su aplicacion en un
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Tabia 12. Estabilidad de ia muestrs procesads.

i Tiempe 0 |
Bajo Medio Alto
30 ng/mL 750 ng/mL 3500 ng/mL
31.49 775.05 3684.26
30.06 773.73 3561.99
Promedio 30.78 774.39 3623.13
] Tiempo 7 horas |
Bajo Medio Alto
30 ng/mL 750 ng/mL 3500 ng/mL
33.63 818.60 3975.57
31.54 825.89 3800.76
Promedio 32.59 822.25 3888.17
Desv.abs% 5.88 6.18 7.32
1 Tiempo 10 horas ]
Bajo Medio Alto
30 ng/mL 750 ng/mL 3500 ng/mL
- 33.83 843.49 4168.72
32.13 859.89 3964.09
Promedio 32.98 851.69 4066.41
Desv.abs% 7.16 9.98 12.23
[ ‘Tiempo 24 horas 1
Bajo Medio Aho
30 ng/mL 750 ng/mL 3500 ng/mL
39.05 939.74 3352.48
36.26 1095.40 4055.05
Promedio 37.66 1017.57 3703.77
Desv.abs% 22.36 31.40 2.23
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$.3. Andlisis de las muestras.

Los resultados del scguimicnto de las curvas de calibracibn pama cuantificar

metformina en plasma en el anilisis de las proveni de vol i0S sSanos sc
a i i6n en la tabla 13.

Esta tabla mucstfra que existe una minima variacién de las curvas de calibracion ya

que el andlisis de las el coefici de variacion no de €l 15 % del

valor original. Los valores de "r" mostrados fucron de 0.9998 o mayor; micntras quec la
reproducibilidad de los estidndares fuc del 8.90% o mcjor. La exactitud fue del 6.43% o
mejor para todos los puntos.
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Tabla 13, Seguimiento de las curvas de calibracida.

Metformina en Plasma (ng/mL)

|

Voluntarios

g
&
et
:
t
k=3
=
g

031,54 | 205820 ] 408230

1 1123110 .79 | 96.19 | 239.08 [ 450.08
7 [458[1030] 038 [ 9542 m:.oo:F«:v.a:7:

o [10.50| 4650 | 9842 24203 | 48 07| 87,
DE(n1) 019 128 | 113 | 336 | 451 | 157
V%

=
2
g

&
|
b4
=
8

=8
b

18] 257 [ 117 1 [ 0%t | 187 | 02
Conc.
nomngt | 10 | 50 | 100 | 250 | 500 | 1000 | 2000 | 3000 | 4000
Desabe. % [ 54 | 202 [ 358 [ 206 | 08 | 020 | 188 | 0.5 | 278
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| para cada corrida.
Tabla 14. Seguimi delas as de i de calidad.
Corrida Control Bajo Coutrol Medio Control Akto
30 ng/ml. 750 ng/mL 3500
1 27.66 738.39 3559.66
24.80 734.42 316589
2 3097 750.18 344141
28.65 849.28 3971.89
Promedio 28.07 773.18 3595.64
DE 2.21 48.61 320.43
C.V% 7.89 628 ._890
Conc. Nominal 30 750 3500
(ng/ml)
Desv.abs % 6.43 3.09 2.73
Por otro lado €l método analitico desarrollado y validad ser el ad do para
caracterizar ¢l perfil de Atica con resp al tiempo, despwés de

administrar 850 mg de metformina (dosis oral unica) a 6 voluntarios sanos, lo cual se

presenta en la tabla 15 y 1a figura 6.
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Tabia 15. Conceatracién promedio de metformina en pl P al tiemsp
Tiemp C ion + D.E (ng/mL)
(h)
0.00 0.00 + 0.00
0.50 927.55 + 348.99
0.75 1182.70 + 248 83
1.0 208.69 + 656.73
1.25 441.19 + 334.11
1.5 676.8BS + 460
2.0 974.49 + 558
2.5 2004.38 + 561
3.0 709.24 + 574 .38
4.0 195.78 + 462_88
6.0 764.72 + 324.56
9.0 323.04 + 141.90
12.0 169.83 + 76.66
3000
E 200
5 ] |
< 2000 -
£ N
% 1500 l
1000
K 4
. S00 \i\i
o
-500
° 2 . s s 10 12
Tiempo (h)

Figura 6. Grifica de concentraciéa plasmitica promedio de metformina + D.E. vs.

Tiempo.
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CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES.

El método analitico para cuantificar metformina en pl por fia de

Liquidos de Alta Resolucion, fuc preciso, lincal y selectivo en el intervalo

de 10 a 4000 ng/ml y ble bajo dici de jo y ak b como:

lacion (-70°C) d 29 dias, temperatura ambiente por 48 horas, durante

dos ciclos de congelacién-d gelacion, refrigeracion (5°C) por 48 horas y como
p da d 10 horas a temperatura ambiente.

El ndtodo analitico es sencillo lo que permite su uso de mancra rutinaria para

d i la i6n de metformina en muestras plasmiticas. .
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APENDICE 1

APENDICE 1

Valores de Concentracién plasmética de Metformina y gréfica

2500 —

correspondicnte a cada voluntario

T‘::;"" VOLUNTARIO 1
Concentraciém (ug/ml.)

[0 0.00

05 754.99
0.75 221.55

1.0 680.42

1.25 798.97

1.5 938.95

2.0 2223.40

2.5 228594

3.0 845.15

2.0 251.46

6.0 792.50

9.0 357.83

12.0 152.98

2000 2R\
= 4 - =
g g
S 1500 / \
P= - -
-~
§ ./ \\_
8 500 -} \-
5 —
0
° 2 H . ° 10 12

Tiempo (h)
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APENDICE 1

Concentracién (ng/mL)

'“'(:)'” VOLUNTARIO 2
Concentraciéa (» L
0.0 0.00
0.5 571.97
0.75 277.42
1.0 23137
125 354.84
K3 26682
2.0 977.80
2.5 771.96
3.0 45231
3.0 950.92
6.0 504.96
9.0 223 .61
12.0 108.44
2000 -
/ -
1500 \-
-] N\ [tmeea]
] \.\
.\-
o
N v . v v
[] 4 L] L] 10 ”

Tiempo (h)
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APENDICE 1

Concentracion (ng/ml)

Tiempo|  OLUNTARIO 3
Conceatraciéa L,

0.0 0.00

0.5 755.88
0.75 832.25

1.0 795.56

1.25 879.33

1.5 956.24

20 973.67

25 1009.73

3.0 800.34

4.0 571.84

6.0 335.34

9.0 151.29

12.0 81.71

-
M
/
-J- \
o
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APENDICE 1

Concentracion (ng/mL)

Tiempo VOLUNTARIO 4
L (b)
Coucentracién (ng/ml)
0.0 0.00
0.5 1408.19
0.75 1509.30
1.0 693.89
1.25 705.02
1.5 927.49
2.0 2155.02
2.5 205794
30 1715.76
40 1152.22
6.0 825.42
5.0 318.39
12.0 187.96
2500 T
1 -
2000 o -.\
ad - Voluntario 4
1500 -4 ‘I/ \
1000 ] ha
\.\
500 \
] ~——
o hd e T T T v
o 2 4 ] a 10 =2
Tiempo (h)



APENDICE 1

Concentracidn (ng/mL)

'“'"'! *°| voLunTarios
Conceatracién (ag/ml.)
0.0 0.00
0.5 449.58
0.75 949.52
1.0 1998.81
1.25 537.09
1.5 2257.23
2.0 2646.10
2.5 2630.31
30 2549.01
4.0 1977.75
6.0 1277.18
9.0 567.71
12.0 299 .85
3000 )
25004 /._.";
=1 1
1500 -4 - \
L ]
1000 -} \
5001 -/ -\-
o T T T T T M
] 2 . s s 10 a2
Tiempo (h)
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Concentracion (ng/m)

“‘(:;'” VOLUNTARIO ¢
Concentraciéa (ng/ml.)

0.0 0.00

0.5 1224.70
0.75 1306.15

10 372.11

1.25 47193

1.5 514.37

2.0 87096

2.5 2270.38

30 1892 89

40 1276.50

6.0 85295

9.0 320.43

2.0 88.00
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