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RESUMEN 

J. RESUMEN 

Et pn:sentc trabajo tuvo como finalidad desanollar y validar un método ....illico por 

CLAR para la detenninllción de metfonnina en plasma. y mostrar su ..,iicación pma 

detenninar la concenlración con respecto al tiempo en las muestras plasmllticas de seis 

voluntarios sanos. 

Los resultados de la validación muestran que el Dlétodo es exacto. preciso, sclectiW> y 

lineal en el intervalo de "4HICClltracioncs de 10 a 4000 nglmL. con un c:ocf"K:icntc de 

correlación de 0.9998. El limite de cumitificación y de dctccción fue de 10 ngfmL y S 

ng/mL respccti""'111Ctlte y tuvo un recobro absoluto reprodue11>le en el intenralo de 

concentraciones estudiado. 

Las muestras plasmáticas de mctforrnina demostraron ser estables en condiciones de 

congelación (-70"C). reñigcración (SºC). ciclos de congelación-<lcscongelación, 

temperatura ambiente y muestra procesada. 

La población utilizada para mostrar la aplicación del mttodo -'ltico estu'10 

conformada por seis voluntarios mexicanos. a los cuales se les administró una dosis única 

de 850 mg de metfonnina. Las muestras sanguincas fUenJO recolectadas al tiempo O, a los 

JO, 4S. 60, 7S. 90 minutos. 2, 2.s. J. 4. 6. 9 y 12 horas después de su administración. 
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RESUMEN 

Los resultados oblaaidos muestran que el método analllico validado puede ser 

utilizado de forma rutinaria p11111 de-.niuar la concentración de metfonnina plasma. lo cual 

permitirá caracterizar el perfil !3nnacocioético de la población en estudio, convirtiáMlose 

en una herramienta de_. utilidad dada la alta incidencia de la diabetes en la actualidad. 
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tNTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

2. INTRODUCCIÓN Y OB.JETIVOS. 

Actualmente en nuestro Pals la incidencia de la diabetes ha muneulado 

considerablemente. Esta cnfcnnedad se caracteriza clioicameote COIDO: insulino­

dependiente (tipo)) y DO insuJino-depcndiente (tipo 2), La diabetes mellitus es UD 

importante problema de salud pública en México. En los últimos cinco aftos ha llegado a 

ocupar la primera causa de muerte con 11 % del total de las defunciones en ambos sexos y 

14% de las muertes de las mujeres. Aproximadamente el~ de las personas con..-,. 
son del tipo 2, Los agentes hipoglucemiantes son medicamentos orales para el ttabmliento 

de esta enfermedad. 

La metfonnina es una opción para el tratamiento de la diabetes tipo 2. se indica 

cuando han fracasado los intentos por controlar la enfennedad con dieta. en diabetes 

mellitus estable del adulto. especialmcnte del obeso; fallas primarias y secunduias a ob'os 

hipoglucemiantes orales; diabéticos en tratamiento con sulfooilureas con lendencia al 

aumento de peso; sin embargo, a pesar de tener muchos 1111<>5 en el ~ &nnacéutico 

nacional~ no existe información sobce la disposición de dicho f'ánnaco en la pobl¡M:ión 

mexicana. 

Ahora bien. para caracterizar lD1 perfil fannacocinetico. es necesario .,..._ con .., 

método analltico que pennita la cuantificación del f3nnaco en un fluido biológico; el cual 

debe ser validado, 

3 



INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

De ac.-00 a lo anterior se efectuó el presente trabajo con los siguientes ~vos: 

Desarrollar y validar un - analJtico por Cromatografta de Liquidas de Alta 

Resolución .-a cuantificar metf"onnina en plasma. 

Aplicar el método analltico validado en el anilisis de muestras plasmáticms de 

voluntarios sanos. 

4 
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GENERALIDADES 

a. Ol!Nl!RALIDADeS. 

3.1. V•lld.c:IOn de~ •na11t1c:os.<1 > 

Una vez desan-oUado un método de análisis, debcni validarse, es decir. se debe 

confirmar y documentar que los resultados obtenidos son conf"mbles. La validac:ión se 

define como la evidencia experimental documentada de que un pn>eedimiento cwnplc con 

el propósito para el que fue diseflado. 

En un ensayo d~ validación se consideran los siguientes parámetros: 

LincaHd•d • <•.2> La linealidad de un método analltico se refiere a la capm::idiul del 

método para obtener resuttDdos que sean directamente proporcionales a la concentración 

del compuesto en la muestra en un intervalo de trabajo que comprende la concentración 

mlniDlll y máxima de analito para el cual el método ha sido probado y dentro del cual se 

puede efectuar la interpolación en una curva estándar. 

Precisi6a. <l .z> La precisión esta relacionada con la dispersión de las medidas 

alrededor de su valor medio o central y conesponde al grado de concordancüt -

resultados analíticos individuales cuando el método se aplica repetidamente a dif"erentes 

porciones de una muestra homogénea del producto,. esta se evalúa colDO repeb-mtidad y 

reproducibilidad. 



GENERALIDADES 

RepedbilidML "" Precisión de un método que expresa la variación dentro de un 

mismo laboratorio, obtenida entre determinaciones independientes realizadas en 

condic:iones iguales. 

Repruducibilidad. '2l Es la precisión de un método que e-- la variación obtenida 

entre detcnninacioocs independientes realizadas en diferentes condiciones de análisis. 

E:aac:tit1ad. <2l La exactitud de un método corresponde a la concordancia entre el valor 

obtenido experimentalmente y el valor verdadero o de Tefcrencia. 

Recuperaci6a absoluta. <2> Eficiencia del método analitico para cuantificar él o los 

compuestos por analizar. 

Selectividad. <1.Z> Se refiere a la capacidad de un método para cuantificar exacta y 

especlficamcnte el compuesto a analizar, es decir, que pueda producir una sctlal ..-tibie 

debida soto al analito.. libre de interferencia de otros componentes .. en la matriz de la 

muestra. 

Sensibilidad.'" La sensibilidad de lDl método corresponde a la minima cantidad del 

analito que puede producir un resultado significativo. Los parámetros a definir al evaluar la 

sensibilidad de un método son: 

Lúnite de cletecci6a.<1> Corresponde a la mlnima concenttación de analito en una 

muestta que puede detectarse, pero no n~e cuantificarse. en las condiciones 

establecidas. Su determinación .,.-se ef'ectuarse por ccxns-ación con la respuesta de un 

blanco o placebo, siendo positiva cuando la sellal supere la relación sellal I ruido eo un 

factor de 2 o 3. 
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Limite de c_.tiflc:acióim. '" Corresponde a la concentración mas baja del analito que 

puede cuantificarse con precisión y exactitud bajo las condiciones ..-blecidas. 

Estabilidad de la mmestn. <2> Es la propiedad del compuesto por llDlllizar de 

conservar sus características. desde el momento del muestreo~ su análisis. 

3.2. MONOGRAFIA DE METFORMINA 

3.2.1. Propled.clea flalcoqulmlells.<3 •4 > 

Polvo cristalino blanco,. inodoro .. soluble en agua y en etanol al 96".; práctic;amente 

insoluble en acetona.. éter y cloroformo. 

Estructura Molecular 

CHJ "-. 

N~NH~NH2 
CHJ/ JI JI 

NH NH 

Fizura l. Estnochl..,. moleadar de la mdfo....-.. 

Fórmula Condensada 

Peso Molecular 

Pka 

129.17 gfmol 

1125 y2.8 
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Nombre Qubnico 

Nombre Genérico 

Nombre Comercial 

Punto de fusión 

Sinónimos 

N,N-Dimetilimidodic:arbooimididi 

t .1-Dimetilbigumüda 

Metfonnina 

Glucopbage 

222a226 ºC 

Diabetosan. Diabex. Mctiguanidc e Islotin 

3.2..2. lndlCllCIO- ter•p6utlCllS. <4 > 

La metfonnina esta indicada en la diabetes mellitus estable del actuJW. -ialmcute 

del obeso; fullas primarias y secundarias a otros hipoglucemiantes orales y diabéticos en 

ttalallliento con sulfonilmeas con tendencia al manen.to de peso. 

3-2.3. F•rn111cocln6tle11. <5 .e.7 > 

Se absorbe principalmente a partir del intestino delgado. su absorción puede 

extenderse alrededor de 6 horas; la unión a prolelnas plasmáticmi es pñcticatncnte nula. se 

excreta sin cambios en la orina9 a una dosis de SOO mg su vida media es de 3.16 ± 0.47 h. 

La dosis máxima recomendada es de 3 g. tomados en tres dosis coa las comidas. La 

concentración máxima en plasma en wia condición esmble se alcmlza en un ~ de 

2.4 ± 0.93 h y es de 682.1 ± 160.6 ng/mL. Su biodispom"bilidad es del s~. La 

metfonnina se diRribuye rápidamente en los tejidos y fluidos ~c:os y m6s 1-te 

en los erittocitos. Las mayores concentraciones del Osrmaco se encuenl:rml en los ~ 

hígado y glándulas salivares. 
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GENERALIDADES 

La rnetfonoina se elimina por los riflooes, en su mayor parte sin metabolizm". 

mediante un proceso tubular por lo que en los ancianos se po-ie producir una acumulM>ión 

debido a una reducción de la función renal. Los fánnacos c:atióoicos pueden. por tanto. 

alterar su secreción tubular. Un 10% de la dosis es excretada en las heces. La mctformina se 

puede acumular en pacientes con CrCI (depuración renal) < 60 ml/min. lo que puede 

awnentar el riesgo de acidosis láctica. 

3.2.4. Farn.-cocll1N1mla. <4 •5 •5 > 

Las principales causas de la reducción de glucosa durante el trmmnicnto con 

metformina parecen ser un aumento del efecto de la insulina en los tejidos perifbicos. A 

traws de potenciar las acciones de la insulina endógena. aumenta la slntcsis de glucógeno 

del rnúsculo esquelético. Tarnbién puede disrninuir la glucosa plaslmUica al reducir la 

absorción de la glucosa desde el intestino. 

Aunque el· mecanismo de acción de la mctf"orrnina no está ~te 

determinado. se cree que su principal efecto en la diabetes de tipo 2 es la disminución de la 

gluconeogénesis hepática. Además. la rnetfonnina mejora la utilÚ'.aciÓll de la glucosa en 

músculo esquelético y en tejido adiposo aumentando el transpo<tc de la glucosa eo la 

membrana celular. 
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GENERALIDADES 

La coadministracióo de metfonnina con ocros antidia~ en psticul..- con 

insulina y sulfoailureas aumenta la actividad hipoglucémica de esaos 61timos en los 

erüennos diabéticos. 

La furoscmida aumenta las c:oncentraciones de metfonnina en plasma y sangre en IDl 

22% y el ABC en un 1 !5% sin que se observe ningún cambio significativo en el 

aclaramiento renal. de la metfonnina. Por otra parte. la metfonnina disminuye las 

concentraciones máximas de furosemida en plasma y sangre en un 3 l % y 12"'-. 

respectivamente. siendo también reducida la vida ..-lía de eliminación de la furosemida en 

un 32% aunque sin ser af"cctado el aclaramiento renal. 

Los fánnacos catiónicos que son eliminados por secreción renal tubular como la 

amiloride. cimetidina, digoxina, dofetilida. mitodrina. morfina. procainamida. quiaidina. 

quinina. ranitidina. triamterene. trimetoprim o wncomicina. pueden reducir la eliminación 

de la metfonnina al competir en un proceso de transporte tubular común. 

No se recomienda el fármaco anli-arritmico dofetilida en ~tes tratados CCJO 

fármacos catiónicos ya que la metfonnina puede incrementar las coaccntraciones 

plasmáticas del primero. 

Se ha observado interacción entre cimetidina y metformina coa W1 aumento del 60",. 

en la Cmax de la metformina y un aumento del ABC del 40-,.. Otros tannacos mdagoaistas 

H-2. como la famotidina y la nizatidina parecen interaccionar menos que la cimdidiaa. 

debido a una menor excreción tubular. 
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La coadnllnistración de nifedipina aumenta las concentraciones plasm61icas y el ABC 

de metfomúna en tm 20% y un 9"/o, respectiYamente. con IDI incremento de la cmitidad de 

metformina excretado en la orina. La vida media de eliminación no es af'ectada. Parece ser 

que ta nifedipina awnenta la absorción de la metfonnina. hecho a tener en cuenta si ambos 

fármacos se adininistran concomitantemcnte. 

Los pacientes bajo tratamiento antidiabético pueden tener hipoglucemias si se 

admioisttan coocomitantemente captopril o enalapril. 

Los beta-bloqueadores pueden prolongar la hipoglucemia al inteñerir con la 

movilización de los depósitos de glucógeno o hiperglucemia inhibiendo la secreción de 

insulina y reduciendo la sensibilidad de los tejidos a la insulina. Los beta-bloqueadores 

también pueden enmascarar algunos de los sfntomas de la hipoglucemia como la 

taquicardia y el trcmor. 

La administración de octreotide en pacientes tratados con antidiabéticos orales o 

insulina puede producir hipoglucemia debido a la disminución de la motilidad intestinal que 

ocasiona una reducción de los niveles de glucosa post-pnmdiales. Los pacieoles deben ser 

cuidadosamente monitorizados si se administran ambas medicaciones concomitaotemente. 
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GENERALIDADES 

3.2.8. Prwsent.clonea, Forma Fa~ '11 Fonnulacl6n.'51 

GLUCOPHAGE•FORTE. Tabletas 

Fannacéuticos LAKESJDE. S.A. De C.V. 

Cada tableta contiene: 

Clorhidrato de metfonnina ........................ 850 mg 

Excipiente c.b.p ......................................... 1 tableta 

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

GLUCOPHAGE•. Tabletas 

Fannacéuticos LAKESIDE. S.A. DE C. V. 

Cada tableta contiene: 

Clorhidrato de metfonnina ......................... 500 mg 

Excipiente c.b.p . ....................................... ... 1 tableta 

Prescntaci~n comercial: Caja con 15, 30. 60 tabletas de 500 mg en blister ¡-=k. 

DIMEFOR•. Tabletas 

Laboratorios LILLY. 

Cada tableta contiene : 

Clorhidrato de metfonnina ........................ 850 mg 

Excipiente c.b.p ......................................... 1 tableta 

Presentación comercial: Frasco con 30. 60 tabletas de 850 mg. 
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DABEX*Tabletas 

Laboratorios MERCK S.A. DE C.V. 

Cada tableta contiene: 

Clorhidrato de metfonnina ........................ 850 mg 

Excipiente c.b.p ......................................... 1 tableta 

Presentación comercial: Caja con 30 tabletas de 850 mg en blister pack. 

DABEX* Tabletas 

Laboratorios MERCK S.A. DE C.V. 

Cada tableta contiene: 

Clorhidrato de metfonnina ........................ 500 mg 

Excipiente c.b.p ......................................... 1 tableta 

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

GENERALIDADES 
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GENERALIDADES 

3.3. M6todos •1111l1Uc:os pmra cu.ntlflc8r rnettonnln• - pl-m•. 

Uno de las metodologlas más utilizadas en la actualidad para realizar ck:tennimociones 

de fármacos y sus metabolitos en diversos fluidos biológicos es la cromatogrmfla de 

líquidos de alta resolución que es una técnica de separación basada en la migJación 

diferencial de los componentes de una mezcla por interacción entre tma fase estacion.-ia de 

gran superficie y wia fase móvil que la recorre. 

A continuación se describen algunos métodos analíticos para la cuantificación de 

metfonnina por cromatografia de liquidos de alta resolución: 

Vesterquist y cols. <9 > diseft.aron un método por CLAR para cuantificar metfonnina en 

plasma, utilizando una precolumna Whabnan SCX. una columna analítica Whatman SCX 

(250 x 4.6 mm) y una fase móvil de fosfato de amonio O.OS M. Las muestras las sometlan a 

una ultrafiltración durante 30 minutos. posterionnente se inyectaban al crumatógrafu y se 

monitoreaba a una longitud de onda de 232 nm. Bajo estas condiciones la metform.ina 

presenta un tiempo de retención alrededor de S minutos y la linealidad fue establecida en el 

rango de 0.10 a 40 mglL con un coeficiente de correlación de 0.988. 
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Cheng y cols. "º' desarrollaron W1 m6todo por CLAR y detección al ultravioleta pua la 

determinación de metf'ormina en plasma. Las condiciones cromatográf°lcas usoidas ~on 

las siguientes: wia colwnna Hypersil HS silica (Sµm) de 250 x 4.6 mm y WIB pn:columna 

Hichrom silica HS, la colwnna. se mantuvo a una temperatura de 40ºC; la fase móvil 

consistió de acetonitrilo y buffer de fosfato de amonio 0.03 M y pH=7 en una proporción de 

2S:7S v/v, la velocidad de flujo fue de lmUmin, el estandar interno empleado fué alalolol 

y la detección se realizó a tu1a longitud de onda de 240 nm. 

El método de extracción fue una extracción liquido-liquido y ~onsistió en la 

acidificación de las muestras con ácido clortúdrico l M., postcrionnente se adicionó 

acetonitrilo para la desproteinización de las mismas, se agitaron durante 30 seg y se 

centrifugaron a 1763 rpm durante S minutos; el sobrenadante se transfirió para que se le 

adicionara diclorometano. se agitó 3 segundos y se centrifugó a las condiciones dadas 

anterionnente; de la fase acuosa se tomó la alícuota que se inyecta al cromatógrafo. 

Los resultados obtenidos fueron W1 tiempo de retención de 7 .8 y 6.8 minutos pua la 

metfonnina y el atenolol respectivamente,. W1 coeficiente de correlación de 0.999 en tul 

rango de concentración de 1 O a 2000 ng/mL. 
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GENERALIDADES 

3.4. Dlebet-18· 12> 

La diabetes es una enfermedad crónica que incapacita al Oll!BllÍSIDO a utiliz.s los 

alimentos adecuadamente. Para mctabolizar la glU<:OSB adecuadamente. el .,.._;smo 

necesita una sustancia llamada insulina, la cual es una bonnona producida en el p6ncrcas, y 

cuya función es regular el uso de la glucosa en el organismo. La insulina trabaja 

permitiéndole a la glucosa alojarse en las células para que éstas la utilicen como 

combusbble .. manteniendo a su vez los niveles de glucosa en la sangre dentro de lo normal 

(70 a l IO mg/dl). 

La diabetes consta de un grupo de slndromes caracteri-'os por hipergluccmia; 

alteraciones del metabolismo de llpidos, carbohidratos y protelnas • y awnento del riesgo 

de complicaciones por enfermedad vascular. La mayoria de los pacientes ~ 

clasificarse clínica.mente como con diabetes insulinodependiente o diabetes tipo J; o 

diabetes no insulinodependiente o diabetes tipo 2. La incidencia de cada tipo de diabd.cs 

varia mucho en todo el mundo. La mayoria de los diabéticos tiene diabetes no 

insulinodepend.iente; la incidencia de esta aumenta con la edad y es afectada por la 

emicidad dentro de un país. 
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En la diabetes tipo 1 el organismo destruye las células productoras de insulina - el 

páncreas y como resultado se inhibe la producción de insulina. La desarrollan ses-....__ 
nillos y jóvenes adultos. pero puede aparecer a cualquier edad. Las per90DllS que puaden 

desarrollar este tipo de diabetes son las que tengan fianitiarcs directos con esllC tipo de 

diabetes y el riesgo aumenta en los caucásicos. El tratanúentn empleado es dicta,. ejercicio e 

inyecciones de insulina. 

A diferencia de las per.;onas que tienen diabetes tipo 1, que no producen insulina en lo 

absoluto, las personas con diabetes tipo 2 si producen insulina. Sin embargo, no producen 

suficiente insulina o el cuerpo no aprovecha adecuadamente la insulina que producen. 

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

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

deficiencia de insulin~ sino una resistencia a la acción de la honnooa en los sitios donde 

ocurre el metabolismo o transfonnación del azúcar o glucosa; por lo que se babia de una 

resistencia a insuliña. Los mecanismos por los que esta resistencia a insulina se origina sm:a 

muy variados, en su mayoría se deben a una combinación de factores gen6ticos asocimdos 

con factores de estilo de vida como obesidad y hábitos dietéticos inapropiados. 
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Eventualmente las células se c:mJSal1 de producir insulina y dejan de funciooalr 

correctamente. Entonces los niveles de azúcar en sangre aumentan y se desanoUa la 

diabetes. Este tipo de diabetes se desarrolla en personas mayores de 45 atlas generalmente 

con sobrepeso y los f"actores de riesgo son un historial familiar de diabetes, f"alta de 

ejercicio frecuente. aumento de la presión arterial y aumento en los niveles de Hpidos en 

sangre .. 

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

insulina. Aproximadamente.. un 25 % solo requief'C ser tratado a través de dietas y 

programas de ejercicios y un 50 o/o, es ttatado con medicamentos orales.. denominados 

agentes hipoglicemiantes orales para mantener tos niveles de azúcar de la sangre en valores 

lo más cercanos a lo normal como sea posible. 

Los síntomas caracteristicos son: poliuria (orina frecuente). polidipsia (sed incesante}. 

polifugia (hambn:: continua) y otros como visión borrosa. fatiga. sequedad de mucosas. 

infecciones genitales frecuentes y perdida de peso involwttario. 

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

principal en el tratamiento es mantener los niveles de azúcar en la sangre (gliccmia) lo más 

cerca del rango normal como sea posible (70 a 110 mgldl) durante la mayor cantidad de 

tiempo. 
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Los alimentos hacen que los niveles de azúcar se eleven,. y el ejercicio y la insulina 

hacen que éstos niveles disminuyan. El control de la diabetes es un constante balance de 

estos tres elementos. Si este balance no se establece existe el riesgo de que suceda una de 

las dos emergencias en diabetes, que son: hipoglucemia (bajos niveles de azúcar en la 

sangre) o hipergluccmia (elevados niveles de azúcar en la sangie). Si los niveles de azúcar 

se mantienen muy elevados por un periodo de tiempo largo, esto puede traer como 

consecuencia una situación peligrosa, denominada cetoacldosí..'f. 

El tratamiento de la diabetes no insulinodcpendiente se basa en la dieta y el ejercicio, 

pero en ciertas ocasiones el hacer dieta no es suficiente para controlar la diabetes poi' lo que 

se utilizan hipoglucemiantes orales; dentro de los cuales se encuentran las sulConilureas, las 

tiazolidonas, inhibidores de a-glucosidasa y las biguanidas. 

Las tiaz.olidonas disminuyen la resistencia a la insulina en los tejidos del c._ 

pennitiendo asi la entrada de la glucosa a las células. de esta forma ayudan a la insulina a 

trabajar mejor en los músculos y las grasas. 

Los inhibidorcs de la a-glucosidasa actúan disminuyendo la absorción de azúcar en el 

intestino después de las comidas. Este tipo de ~os puede tener efectos 

secundarios incluyendo gases y diarrea. . 
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Las sulfonilureas causan hipoglucenúa al estimular la liberación de insulina a partir 

de las células pancn:áticas p. La administración de estas a pacientes con diabetes tipo 2 

awnentan la liberación de insulina desde el páncreas. tambi6o pueden incn:mentar las 

cifras de insulina al reducir la depuración de la hormona en el blgado. 

Las sulfonilureas se utilizan para controlar la hipergluceñiia en pacientes con dillbctes 

tipo 2 en quienes es imposible alcanzar control apropiado sólo con cambios de la dieta. 

Solo un 2 % de las personas que comienzan usando medicmnentos orales, paralizan su 

utilización por reacciones adversas. 

Las biguanidas (la fenfonnina, la bufomúna y la metformina) producen desceoso de 

la glucemia en los animales y sujetos pancrcatoprivos, pero no se ha demostrado que 

puedan mantenerse durante un lapso prolongado sin insulina; a diferencia de las 

sulfoniureas,. actúan beneficiosamente en los di~cos adultos o del tipo 2. Pueden actuar 

en ausencia de insulina y de páncreas funcionante. Inhiben la absorción intestinal de 

glucosa; aumentan la captación de glucosa por el músculo; inlubeo la glllCOIJCOll'l!nes 

hepática aumentada en los diabéticos y estimulan la glucólisis anaerobia. Su abson:ión es 

similar a la de las sulfonilureas y su volumen de distnbución de alrededoc de 0.1 L/kg. Son 

drogas de acción fugaz por lo que conviene la -..misttacióo de preparados de acción 

prolongada para poder realizar una toma diaria. 
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Las biguanidas son capaces de producir • náuseas. vómitos. wlicos y diarrea. 

La acidosis léctica es rara y se trata por inyección intnwenosa de bicarbonato de 

sodio. La hipoglucemia es muy poco frecuente. nunca IV"""' y cede rápidamente a la 

ingestión de azúcar. Están indicadas junto con las sulfoniulureas en caso de que estas 

últimas solas no puedan controlar bien la diabetes o bien de entrada en los diabéticos muy 

obesos; se emplean solas en diabéticos muy obesos no controlables con una dieta pobre en 

calorfas. 

La Ccnfonnina es un fármaco potente. pero menos que la glibenclamida y la duración 

de acción 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 fonna rápida, su vida 

media es de 7 horas. La fenfonnina dejo de usarse debido a una relación con acidosis 

láctica. 

La bufonnina es menos activa que la fenfonnina. se excreta en la orina como tal y su 

vida media es de alrededor de S horas; esta tiene uso lúnitado. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

4. PARTE EXPERIMENTAL 

El trabajo realizado consistió de dos partes: 

1 . Desarrollo y validación del método analltico. 

2. Análisis de muestras plasmáticas para mostrar su 
aplicación. 

4.1. O...rrollo del m6todo anaHUco. 

El desarrollo del método se basó en lo descrito por Yucn y cols. <ll> con algunas 

modificaciones que se mencionan a continuación: 

Se adecuó la fase móvil: se cambió de solución amortiguadora de fosfato de 

amonio O.OS M pH 7.0:metanol:acetonitrilo en proporción 45:15:40 v/v por una 

constituida por solución amortiguadora de fosfilto de amonio O.OS M pH 

7 .O:metanol en proporción 40:60 v/v. 

Se cambió de colwnna por una de características similares a la utilizada en la 

referencia mencionada anterionnente. 

El intCTVSlo de concentraciones de la curva de calibración. se modificó de un 

intavalo de 62.S a 4000 ng/mL por un rango de 1 O a 4000 ng/mL. 
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4.1.1. MMerl•I, re.ctlvos y equipo. 

Sus .. nci8 de refereacúi. 

Mctf"onnina HCI estándar secundario, lote 0112000032, estandarizado contra estándar 

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

ReactivO!I 

Ácido perclórico, R.A. J.T. Baker 

Agua desionizada, grado CLAR 

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

Hidróxido de amonio. R.A. J.T. Baker 

Metanol. grado CLAR J.T. Baker 

Acetonitrilo. grado CLAR J.T. Baker 

Plasma humano con certificado de pruebas de grupo sangulneo. factor Rh. VDRL y vtU 

obtenido del Banco de Sangre del Hospital Central Sur de Alta Especialidad. 

Equipo 

Agitador vortex Tiiennolyne 

Balanza analltica OHAUS 

Centrifuga Eppendorf 

Micropipetas Eppendoñ 

Pipeta repetidora Eppendoñ 

Sonicador Cole-Parmer 
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Equipo cro-tusniroco 

Cromatógrafo de liquidas Waters Millcniwn equipado con: 

Detector uv modelo 2487 

Inyector automático 717 plus Waters 

Bomba cuaternaria ControHers 600 

Paquete de integración Millcnium versión 32 

4.1.2. Prepa1r11elón de I•• soluciones. 

PARTE EXPERIMENTAL 

Solución amorti&wldon1 de fosfato de amonio 0.05 M pH-7.0 

Pesar 5.84 g de fosfato de amonio y transferirlo a un matraz volumétrico de 1 L .. 

disolver con 500 mL de agua CLAR ajustar el pH a 7 .O con hidróxido de amonio 

concentrado. y llevar a volumen con esta misma. Filtrar la solución al vacio y desgasificar 

durante 20 minutos. 

Solución esündar de metformina de 100 pe/mL 

Pesar con exactitud 1 O mg de estándar de metfo~ tnmsfcrirlo a tm matraz. 

volumétrico de 100 mL. disolver con SO mL de metano( grado CLAR y llevar a volumen 

con el misnJO. 

Solución esündar de metformina de 10 µafmL 

Tomar 10 mL de la solución de 100 µg/rnL. transferirla a un matraz~ de 

100 mL y llevar a volumen con metano! grado CLAR. 



PARTE EXPERIMENTAL 

4.1.3. Prepmr8Clón de le curve P8f'ón. 

Se evaluaron los siguientes puntos correspondientes a la curva de caliblw::ión: 10. so. 

100, 250, 500, 1000. 2000, 3000 y 41\()0 ng/mL y ttes pWltos control. cuyos valores de 

concentración se encontraban dentro del intervalo., pero no pcrtenecian a los valores 

establecidos para la curva de calibración. Los valOl"Cs de concentración asignados para los 

puntos control fueron 30, 750. 3500 ng/mL. 

En la tabla 1 se esquematiza la preparación de los puntos conespondientes a la cwva 

de calibración y puntos de control conteniendo metfonnina en plasma. El procedimiento 

fue el siguiente: depositar las allcuotas en tubos de vidrio de 16xlSO mm. evaporar en ballo 

de agua a 40ºC y reconstituir en plasma agitando en vOffex. 

Tabla l. Preparación de la curva patrón. 

Conccntta<:ión Alícuota de la solución Volumen de plasma 
(ng/ml) p-ón de 1 o µg/ml pua recontituir 

lul\ (mi) 
10 1 1 
30 3 1 
so 5 1 
100 10 1 
250 25 1 
500 50 1 
750 75 1 
1000 100 1 
2000 200 1 
3000 300 1 
3500 350 1 
4000 400 1 
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4.1.4. Seleeelón de I• columna c:romatogr6flca. 

Se probaron dos columnas cromatográficas de caracteristicas semejantes a 1 

empleadas en las referencia consultada. 

La elección de la columna se hizo en base a la medición de los siguientes parámetros 

cromatográficos: factor de capacidad 2<K<l0, como indicador del grado de retención de la 

metfonnina entre la f'ase estacionaria y la fase IDÓvil; simctria :S. 2. como iodicador de la 

deformación o asimetría d~I pico lo cual es importante ya que de acuerdo a su magnitud se 

pueden presentar errores considerables de cuantificación. 

Las colwnnas se probaron con las mismas fases móviles y los mismos métodos de 

extracción. modif"icando una variable a la vez. después de analizar los resultados obtenidos 

se determinaron las condiciones adecuadas para cumplir con lo mencionado anteriormente. 

Las columnas de prueba fueron: 

• Waters Spberisorb C18 5 µrn Pbenyl 4.6 x 250 mm. 

• Waters Spherisorb C18 5 µro CN 4.6 x 250 rmn. 
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4.1.5. Elec:c16n de la fa- m6vll. 

La elección de la fase móvil se basó en la obtención de parámetros cromatográficos 

óptimos; simetria < 2.0 y el tiempo de retención,. que garantizaran una buena separación de 

compuestos endógenos del plasma. facilidad de integrlleióa y cuantificación de los picos 

cromatográficos.. la fase móvil empleada inicialmente fue solución amortiguadora de 

fosfato de amonio O.OS M pH 7.0:metanol:acetonitrilo en pn>por<:ióa 45:15:40 v/v y los 

cambios realizados consistieron en modificar la proporción de los componentes. 

manteniendo el mismo pH., hasta obtener resultados que satisfacieran los criterios 

anteriores. 

4.1.&. M6todo de extracción. 

Tomando lo reportado en el método de referencia la etapa en el proceso de extracción 

que se evaluó, f'ue la precipitación de la muestra plasmática.. siendo et siguiente esquema el 

empleado para el desarrollo (Fig. 2): 
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2SO µJ de plasma 

+ 

Agente prec:iim-te 

Agitar en vortex 1 min 

1 
Centrifugar a 14000 rpm 10 mio 

l 
Inyectar el sobrenadante 

Fiaur11 2. Esquem• del m~odo de enr.cci6a. 
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Los agentes precipitantes y sus volúmenes coaespondicnles fueron: 

• Ácido tricloroacético al 10 %. SO µL 

• Metanol HPLC. l mi . 

• Ácido perclórico al 60 %. 10 µl. 

Para seleccionar el mo!todo de extracción se consideró aquel que pennitic:no obcener un 

mayor recobro del fármaco y una mfnima presencia de impurezas procedentes de 

componentes del plasma. 

4.2. va~lón del mModo. 

El método analltico se validó de acuerdo a los criterios establecidos en la Norma 

Oficial Mexicana NOM-177-SSAl-1998. en lo que se ref"lere a la validación de métodos 

anallticos para realiz.ar pn>ebas de bioequivalencia. Los parámetros evaluados fueron los 

siguientes: 

4..2.1. Uneallclad del rn6toclo 

La linealidad se determinó preparando 3 curvas de cab"bración en plasma con 9 

concentraciones diferentes a partir de pesadas independientes de metfonnina. el rango 

evaluado de concentraciones fue de l O a 4000 ngfmL. 
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Las muesttas se procesaron e inyectaron al cromatógrafo de acuenlo al método 

propuesto. Posterionnente se graficaroo las relaciones log de áreas con respecto a log de la 

concentración de la metfonnioa y se determinaron para las tres cunras el coeficiente de 

correlación (r), la pendiente (m) y la ordenada al origen (b). 

El lllétodo se considera lineal si el coeficiente de correlación es mayor o igual a 0.99. 

4.2.2. PNClslón. 

La precisión se evaluó en dos partes: repebbilidad y reproducibilidad. Para evaluar la 

repetibilidad se analizaron en un mismo dla por quintuplicado tres concentraciooes (baja. 

media y alta) conocidas de metformina en plasma; estas deben de ser dif"erentes a los puntos 

de Ja curva de c.:alibnK:ióo. pero que se encuentren en el intervalo de esta. 

En el caso de la reproducibilidad se analizaron por duplicado las tres conceotracioocs 

conocidas de metf'onnina durante tres días. 

El criterio de aceptación fué que el coeficiente de variación no debe ser mayor al 

15%. 

4.2..3. ex.ctltud. 

Para evaluar la exactitud se consideraron los datos de repetibilidad y reproducibilidad; 

para los cuales se determinó la desviación absoluta de la conceotnocióo recuperada 

promedio con respecto a la concentración nominal correspondiente. 
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El criterio de aceptación fué el siguiente: el valor promedio de las dctenninacioocs en 

cada nivel de concentración debe estar dcntto del :!: 1 5% del valor nominal. 

Dcsv.ab.•% = 100 )Cantidad adicionada - Cantidad recuperadaj 
Cantidad adicionada 

4.2.4. s.1ect1v1ud. 

La selectividad se evaluó analizando muestras blanco de plasma y muestras de plasma 

a las que se les aftadió fánnacos de uso común. Se consideró que se cumple e5;13 prueba si 

no se presentan inteñerencias en el tiempo de retención de la metfonnina. 

4.2.5. Limite de cuantificación. 

Para evaluar este parámetro se preparó por quintuplicado la concentración mas baja 

del rango de tJabajo; el limite es valido. si su valor promedio cae dentro del 20% del valor 

nominal y su coef"teiente de variación no es mayor al 20°/o. 

4.2.&. Limite de detección. 

Este parámetro se determinó preparando por quintuplicado diluciones del último 

punto de la curva hasta la concentración a la cual la seftal del compuesto por anali7.ar en la 

matriz biológica pudo distinguirse de los niveles de ruido o de una muestra libre del 

compuesto de interés. 
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4.2.7. Recobro •b8oluto. 

El recob<o se definió como el porcentaje del área de metformina recupenoda después 

de la extracción de las muestras de la matriz biológica. comparada con el área de un 

estándar no sometido al proceso de extracción. Se evaluó preparando por triplicado en 

plasma y fase móvil tres niveles de concentración (30, 750 y 3500 nglmL). 

Las muestras plasmáticas se procesaron de acuerdo al método de extracción 

propuesto. y se inyectaron al cromatógrafo. Se evaluó la cantidad recuperada en base a la 

respuesta de las muestras plasmáticas extrafdas comparadas con aquellas que no fueron 

sometidas al proceso de extracción. El porcentaje de esta relación debe ser reproducible en 

cada nivel de concentración. 

4.2.8. Estmbllkhtd. 

Esta prueba consistió en determinar las condiciones de temperatura y tiempo en las 

que la metf'onnina pe.nnanece estable en el plasma,. durante su manejo, almacenamiento y 

procesamiento. Se evalúo la respuesta por duplicado de muestras de ttes niveles de 

concentración distintas a la curva de calibración.. 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 concentración se obtuvieron introduciendo 

los valores de área en la ecuación de la re~ derivada de la regresión lineal de la curva de 

calibración analizada el núsmo dfa que las muestra. 
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Para que la metConnina se considere estable en las diferentes condiciones ~ 

la desviación absoluta de la concentración recu~ promedio para cada ni'llel de 

concentración con respecto al valor inicial debe ser menor del 15%. 

4.2.8.1. E-bllldad • tempenltul'll •mblent8. 

Se prepararon por duplicado 3 niveles de concentración conocida de metfOl'Dlina en 

plasma (30, 750. 3500 µg/mL). se procesaron y se inyectaron 25 µI de cada nivel de 

concentración (tiempo cero). El volwnen restante se conservó a temperatura ambiente Y 

posteriormente se procesó e inyectó a 1as 24 y 48 horas de su preparación. 

4.2.8.2. Eat8bllld8d en congelac16n ( -70-C ). 

Se prepararon por duplicado en plasma los tres ni'llelcs de concentración conocida se 

procesaron y se inyectaron. El volumen restante se conservó a -70ºC~ posterionnente se 

descongeló para procesar e inyectar nuevamente, lo que implica un ciclo de congelación -

descongelación; este ci.;lo se evaluó a los 19 y a los 29 dfas. 
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4.2.8.3. Eatabllldlld bajo clcloe de congelec16n - clesc:ongelecl6n. 

Para evaluar la estabilidad de metfürmina en plasma bajo ciclos c:oogcllleióo­

dcscongelación se prepararon por duplicado tres niw:les de concentración: 30. 7SO y 3SOO 

ng/mL, las cuales fueron almacenadas a -70°C, sometidas a 2 ciclos de congclacióo­

descongclación a las 24 y 48 horas, y analizadas. 

4.2.8.4. E-blllded en ~r11cl6n. 

Se prcpal'Bl"OD por duplicado los tres niveles de concentración conocida de metfonnina 

en plasma se procesaron y se inyectaron. El volumen restante se conservó en remgeración 

para posterionncnte procesarlo e inyectarlo nuevamente a las 24 y 48 bocas posteriores a su 

preparación. 

4.2.8.5. Eatabllldlld de .. mueatni proceseda. 

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

plasma. las cuales fueron colocadas a temperatura ambiente pma ser inyectadas al tiempo 

cero y a las 7, 10 y 24 horas. 
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4.3. Aplic.cl6n del mMDdo. 

El método analitico desarroUado y validado, fue apliC..SO en el análisis de -

plasmáticas pru~tcs de 6 "'°luntmios sanos, después de la adminis1ración de una dosis 

oral única de BSO mg de metfünnina. 

4.3.1. Proc:ecllmlentO. 

Se administró a cada voluntario SSO mg de metCormina con 2SO mL de agua en 

condiciones de ayw¡o. 

Se colectaron de 8 a 10 mL de sangre venosa antes de cada administración y a los 30. 

4S. 60, 7S, 90 minutos, 2. 2.S. 3, 4, 6. 9 y 12 horas después de la administración onl del 

fármaco. Duraote cada toma de muestra se llevo regigro de los signos vitales. Las m....-as 

se centrifugaron a 3500 rpm. se separó el plasma y se ahnacenaroo a -70ºC hasta su 

análisis. 

4.3.2. Voluntarios. 

De acuerdo a los lineamientos propuestos en el reglamento de la Ley Genc:ral de 

Salud en Materia de Investigación para la Salud. la participación de todos los sujetos en el 

estudio de mctfonnina fue voluntaria. para lo cual finnaron una carta de consentimiento 

informado, en las que se les indicó la naturaleza y füaes del estudio asl como de los cfCctos 

secundarios del fiinnaco y del proceso a seguir durmue la realiza<:ión de éste. 
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El esmdo de salud de los voluntarios se determinó mediante un historial ctinico 

pruebas de gabinete. pruebas de laboratorio y detección de drogas de abuso. 

4..3.2.1. Crtt.rtoa de Inclusión de VOluntmrtoa. 

- Se incluyeron voluntarios clúticamenle sanos. del sexo masculino con edades entre 

18 y 40 aftos. 

- Los voluntarios no deben ingerir ningún medicamento. por lo menos 2 semanas 

antes del estudio y hasta completarlo. ni consumir alcohol. café. tabaco o bebidas de cola 

por lo menos 48 horas antes del estudio o durante el mismo. 

- El indice de masa corporal de los sujetos debe estar entre 19 y 30. 

- Los voluntarios deben tener un buen estado de salud detenninado por los 

resultados de tma historia clinica. 

4.3.2.2. Crltertos de exclual6n de vOluntmrtoa. 

Se descartó a todo voluntario que no cumpliera con los criterios de inclusión 

propuestos. 

No se aceptaron a los que presentaran sensibilidad o alergia a la metConnina. 

Se excluyeron a los individuos que presentaron alguna alteración en sus signos 

vilales. 

Se rechazaron a los que pcesentaron traslon>OS gastrointestinales. hi~ón 

arterial e insuficiencia renal o hepática. 
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Se descartaron los sujetos que mostraron antccc:dentes de drogadiccióo o de 

abuso de fiinnacos. 

4.4. Anllllsls de laS m--· 
El aoálisis de las muestras se realizó utilizando el método de cromatografia de 

liquidos de alta resolución previamente validado; en cada corrida se analizaron las muestras 

de tres voluntarios. 

Las muestras del estudio se analiz.aron jwito con lDl3 curva de calibración y 6 

muestras de control de calidad (30. 750 y 3500 ng/mL) por duplicado;. para ""31uar la 

validez de la conida. colocando Wla muestra control cada 6 muestras de volWltario. Se 

utilizó el integrador computacional Millennium 32 para determinar las áreas de los picos de 

metformina. 

Las relaciones de log de área de metfonnina (y) y el log de las concentraciones de los 

estándares (x) .se ajustaron por medio de un análisis de regresión log-log lineal por m1nimos 

cuadrados a la ecuación log y = log b + m log x. donde "log b" es la ~ al origen 

(intercepto-y). y "m" es la pendiente de la curva de calibración. El área de metfonnina de 

las muestras del estudio (en términos logaritmicos) fue convertida a conc:enttaciones 

usando los parámetros estadísticos generados. 
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5. RESULTADOS Y ANAuslS DE RESULTADOS. 

5.1. 0.-nollo del mModo por CLAR .,.,. c ... ntmc.r metl'onnlll8 -

p ........ 

La fase móvil de elección fué solución amortiguadora de fosCato de lllDOllÍO O.OS M pH 

7: Metano! en propon:ión 40:60 (v/v) a una velocidad de flujo de 1.0 mLlnUD ulili2ando la 

colunma Waters Sphcrisorb S µrn CN. ya que estas condiciones permitieron oblener 

mejores parámetros cromatográficos. 

El agente empicado para precipitar las muestras plasmálicas en la exttaccióo de 

rnetfornrina fue el ácido perclórico al 60 %. con el cual se obtuvo un recobro _.o a los 

obtenidos con los ottos agentes evaluados. 

Las condiciones cromatográficas para el análisis de las muestras se presentan en la 

tabla2. 

Detector UV-VIS 
Lonl!itud de onda 234nm 

Columna Waters Spherismb S µm CN 4.6 x 
250 mm 

Fase móvil Metano!: solución ~de 
fosfiato de mnoaio O.OS M pH 7 .O 

(60:40) 
Velocidad de fluio 1.0 ml..Jmin. 

Volwoen de inyección 2S ul 
Tiemno de corrida 9.0min. 
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Con las cüiJdiciooes cromatográficas establecidas aoterionnente se obluvieroa los 

siguientes parámetros aomatogAf"ocos (Tabla 3). 

Parámetro Valor 
Tiempo de retención (Ir) 8.!5 min. 

K s.o 
Simetria l.2 

El método de extracción seleccionado para las muestras plasmáticas se presenta en la 

figura 3: 

250 µI de plasma 

+ 

10 µI de ácido perclórico al 60 % 

Agitar en vortex durante un minuto 

Centrifugar durante 1 O nñnutos a 14000 rpm 

Inyectar del sobrenadante 25 µI 

F;.,ora 3. Esq-• de estracci6a p11ra caanlilic8r metfe .... 111• - ......... 
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5.2. Vallcl8cJ6n del mMlodo analltlco para cuantificar llMllfonnlna en 

plasma. 

Una vez establecidas las condiciones anallticas óptimas, se procedió a ..aliclar el 

método analitico para cuantificar metfonnina en plasma. Los resultados se presentan a 

continuación. 

5.2.1. Llnealld8d del m6todo. 

Los resultados correspondientes a la evaluación de la linealidad del método muilftico 

se muestran en la tabla 4. donde se puede observar que el ~todo analltico fue lineal 

(r<=<J.99) en el rango de concentraciones de 10 a 4000 oglmL. 

Curva 1 Curva2 Curva3 
Concenttación logúcaS logárcas logárcas Promedio D.E. C.V.% 

<nw'mLl 
10 3.1379 3.0976 3.0737 3.1031 0.0324 1.0441 
so 3.8014 3.169S 3.7614 3.7774 0.0211 O.SSllS 
100 4.13S8 4.0879 4.07S6 4.0998 0.0318 0.77S6 
2SO 4.S376 4.4990 4.49S6 4.SI07 0.0233 O.Sl6S 
soo 4.8S79 4.8029 4.804S 4.11218 0.0313 0.6491 
IOOO S.ISS6 S.J2S4 S.11 JO S.1307 0.0227 0.4424 
2000 S.4622 S.424S S.416S S.4344 0.0244 0.4489 
3000 S.6397 S.6027 S.S830 S.608S 0.0287 O.Sil? 
4000 S.76S8 S.7132 S.7282 S.73S7 0.0270 0.4707 

m 1.0173 l.OlS9 1.0222 
b 2.1017 2.0640 2.0399 
r 0.9999 0.9999 0.9999 
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En la siguiente figura se ¡xesenta la gráfica pl"Ollledio de log de áreas con r~o al 

log de la concentración plasmática de ~ormina • 

.... 

2.5 3.0 

lag ~(nQlmL) 

Establecido el rango de la curva de calibración. se definieron las c:ancentracioncs pan 

evaluar los parámetros de precisión, exactitud. estabilidad. limite de cuaocific:a:ión y limite 

de detección. las cuales difieren de la curva pero están incluidas en el rango. Las 

concentraciones empleadas fueron 30. 750 y 3500 ng/mL. ni,,.,I bajo. medio y alto 

respectivamente. 
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5.2.2. Prwclal6n y eimc:tltud. 

IS.2..2.1. Repetlbll~d. 

En la tabla 5 se muestran los resultados de la prueba de repetlbilidad del método. en 

donde se obse"'3 que el coeficiente de variación fue de 3.59 a 5.64 "-. mientras que la 

desviación absoluta con res.-:to al valor nominal fue menor a 1.71 %; en ambas pruebas. 

la variación fue menor al limite máximo del 15%. 

Tabla !l. Repedbilldad del m-o. 

Muestra Cantidad recuperada (ng/'lnL) 

1 33.21 816.14 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 3447.32 

O.E. 1.72 35.69 123.79 

C.V.% 5.64 4.69 3.59 
Cantidad adicionada 

30 150 3500 (nglmL) 
Dcsv.abs% 1.71 1.38 1.51 
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5..2.2.2. Repnd-billdad. 

En la tabla 6 se muestran los resultados de la prueba de reproductlñlidad del .-ocio, 

en donde se observa que el coeficiente de variación se mantu\IO en un nD80 de 2.95 a 

5.99"/-. el cual no rebasa el limite máximo del 15o/e y la desviacióa absoluta con ._,ecto al 

valor nominal fue menor a 1.74% en los tres niveles de coocentracióo eval.-los durante los 

tres dlas de trabajo. por lo que se considera que el método analltico es preciso y-· 

Tabla 6. ReproducibWdad del -todo. 

Cantidad recuperada (nglmL) 
Ola Réplica número Control bajo Control medio Control alto 

30m>lmL 750--~· 3SOOn•lm• 

1 
1 33.21 816.14 3650.77 

2 30.10 736.29 3356.45 

1 
2 

28.59 775.23 3585.97 

2 29.88 764.03 3493.34 

1 
3 

29.56 744.90 3530.66 

2 28.11 741.81 3447.64 

Promedio 29.91 763.07 3510.81 

O.E. 1.79 29.88 103.69 

C.V.% 5.99 3.92 2.95 

Cantidad adicionada (nglmL) 30 1SO 3500 

Desviación absoluta % 0.31 1.74 0.31 
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5.2.3. LimU. de demccl6n. 

El llmih: de detccCión correspoodió a la concc:nbación de S ng/mL en donde la seflal 

del compuesto por analizar en la matriz biológica filé tres veces mayor que el llWel de 

ruido. 

5.2.4. Umlt. de cuantltlc:ac16n. 

Se consideró l O ng/mL como la cantidad mlnima cuantificable. ya que esta fue la 

concentración más baja del rango de tnlbajo cuyo valor promedio cae dentro del ±20"'/oo del 

valor nominal (cantidad adicionada) con un coeficiente de variación no mayor que 200/e. 

5.2.5. Selectlvlüd. 

En la figura S se presentan los cromato_,. obtenidos en la evaluación de la 

selectividad. después de procesar muestras plasmáticas conteniendo ru-rsos ftnnacos de 

uso comim; y se observa que ninguno de los fármacos utilizados interfiere con el pico de la 

metformina. 
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i ::l ]V uvi \__ Al A 

- , .. 
Es1andar2000nwmldcmctf"onnma 

ij JU ~~~ B 

Blanco de Plasma 

i::J lU u~\_ lll e 

.,._ 
Cromatograma de un volunlario 

·:~l J~ 
1 

.l \::::- o 

"" "' 
Plasma aftadido con ácido acetilsalicilico 

·:~l J,~ \;;:~ .l E 

Plasma alladido con paracetamol 

i :~l Jg ~ .l F 

.,._ 
Plasma aftadido con heparina 

Fisura S.. Selectividlld del mitedo. 
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s.z.e. Recobro eb9oluto. 

En la tabla 7 se ¡wesenta el pot"Centaje de recobro Jml"8 mctfonnioa en plasmoo. 

Tabla 7. -bro •-lutode m_railla_ plu-

Esténdar en plasma Estándar en &se móvil Recobn>% 
Estmldar (cxtraldo) 

Área de mctformina 
(no exbaldo) 

Arca de metfunnina 
Control Alto 436741.5 424264.5 
3500ngfmL 436229.5 427095.5 102.50 

446160.0 435626.5 
Pron-'io 439710.3 4~.5 

Control Medio 95343.0 91666.0 
750ngfmL 93028.0 89516.0 103.93 

91408.0 BllOlll.0 
Promedio 932.S9.7 119733.3 

Control bajo 3514.0 33118.0 
30nglmL 3587.0 3502.0 103.24 

3648.0 3522.0 
Promedio 3S83.0 34'70.'7 

El ncolx-o de mctfonnina fue de 103.22"• en promedio. delenninado a las 

concentraciones de 30 oglmL (nivel bajo). 750 nglmL (nivel medio) y 3500 ng/mL (alto), 

lo que indica que el método de extracción permite obleDCI" una buena ~ del 

fármaco. este porcentaje fue constante en et intervalo de~ wwtizede• 
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RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

5.2.7. Eatabllldmd. 

5.2.7.1. EatabllldM ele .. muestra• ~ra amblenW. 

En la tabla 8 se mucsttan los resultados conespondientc:s a la cuantificación de 

muestras mantenidas a ~ ambiente durante 24 y 48 horas. d~ de su 

preparación. Se observa que las muestras presentaron una desviación absoluta -- al 

1 5% con respecto al valOI' original. por lo que se considera que la metfonnina es estable 

bajo estas condiciones. 

Taba. B. Estabilidad de la muestra a_...,,.. .. ,.. am-le. 

1 Tie•noO 1 

Bajo Medio Alto 
3()ng/mL 75(lng/mL 350()ng/mL 

31.49 775.05 3684.26 
30.06 773.73 3S61.99 

Promedio 30.78 774.39 3623.13 
1 Tiem-2411oraa 1 

Bajo Medio Abo 
3()ng/mL 750ng/mL 350j)q/ml.. 

32.09 764.21 3630.71 
29.32 757.17 3SS2.36 

Promedio 30.71 760.69 3.591..54 
Desv.abs% 0.23 1.77 0.87 

1 Toe•-4811oraa 1 
Bajo Medio Aleo 

3()ng/mL 750ng/mL 3SOOnl!/mL 

32.23 805.32 379S.60 
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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RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

5.2.7.2. EatabllldH de .. muestra en c:ongea.c16n. 

En la tabla 9 se muestran los resultados correspondientes a la .,,_tific-aci6n de 

muestras sometidas a congelación (-70ºC) durante 19 y 29 dfas. los cuales ~ una 

desviación absoluta menor al 1 5% con respecto al valor original. por lo que se cUtSidenl 

que la mctf"onnina es estable bajo estas condiciones. 

Tabla 9. Estabilidad de la muestra ea -elaci6a. 

1 TiemnnO 1 
Bajo Medio Alto 

3!)nglmL 750ng/mL 3500ng/mL 

31.49 775.05 3684.26 
30.06 773.73 3561.99 

Promedio 30.78 774.39 3623.13 

1 Tiempo 19 dúos 1 
Bajo Medio Alto 

3Q ng/mL 7SOng/mL 3SOOng/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 Tiempo29dt.s 1 
Bajo Medio Alto 

3!)nglmL 7SOng/mL 3500ng/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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RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

15.2.7 .3. ea.bllldad de .. muestra bale> clclo9 de congelecl6n -

de9Conge18Cl6n. 

En la tabla JO se muestran Jos resultados conespondienlcs a Ja~ de 

muestras sometidas a dos ciclos de congelación - dcM:oagelación. en ..- - puale obacnlar 

que los valol"es obtenidos. cwuplen con el limite de ±1 .5% del -1or original. por Jo que se 

concluye que Ja mctConnina es estable a -70"C bajo dos ciclos de conplación­

descongelación (24 y 48 horas). 

Tabla 10. Estabilidad de la muestra ea ciclos de co-aeJad6ol - -selad6a. 

1 DfaO 1 
Bajo Medio Alto 

3!>nglmL 7SOng/mL 3SOOng/mL 

31.49 77.S.OS 3684.26 
30.06 773.73 3.561.99 

Promedio 30.78 774.39 3623.13 
1 ler.Cido 1 

Bajo Medio Allo 
3QnglmL 7SOng/mL 3SOOng/mL 

30.72 774.68 3629.38 
31.93 768.36 3.5119.02 

Promedio 31.33 771.S2 3609.20 
Desv.abso/e 1.79 0.37 0.38 

1 2". Ciclo 1 
Bajo Medio Allo 

3QnglmL 7SOng/mL 3.SOOng/mL 

31.94 780.88 34.53.34 
33.65 78S.76 3.5.58.03 

Promedio 32.79 783.32 3.SOS.68 
Desv.at.stYo 6.S6 1.1.S 3.24 
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

5.2.7.4. Eataiblllc .. d de la muestni en ,.,,..,_.._16n. 
En la tabla 11 se muestran los resollados con_..tieolies a la ~ficación de 

muestras procesadas COllsenoadas en refiigcnoción a 5º C ...,.._ 24 y 411 bonos después de 

su preparación; en la cual se puede observar que los ....loRs oblenidos c:umplco con el 

lfnúte del ±15% del valor original, con lo cual se demuestrá que la mctfonnina es escable a 

estas condiciones. 

Tabla 1 l. Estabilidad de la •-tra - relrlaen1Ci6a. 

1 Tle•-0 1 
Bajo Medio Alto 

3Qng/mL 750nglmL 3500ngfmL 

31.49 775.05 3684-26 
30.06 773.73 3561.99 

Promedio 30.78 774.39 3623.13 
1 Tlea-24--- 1 

Bajo Medio Alto 
3Qng/mL 750ngfml.. 3500ng/mL 

31.50 7118.43 3646.61 
30.28 778.43 3555.72 

Promedio 30.89 783.43 3601.17 
Dcsv.abs% 0.37 1.17 0.61 

1 
Tlea- - ---

1 

Bajo Medio Alto 
3Qng/mL 750ngfml.. 3500ng/mL 

33.30 771.03 3592.13 
32.64 795.41 3512.51 

Promedio 32.97 783.22 3552.32 
Desv.abs% 7.13 1.14 1.95 
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RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

5.2.7.5. EatabllldMI de .. m....- proc:es.cl•. 

En la tabla 12 se mue- los resultados <XJii-adientes a la cuantificaci6a de las 

muestras dcspuo!s de ser sometidas al proceso de extr.ccióo y DUDleDidas a ~ 

ambiente durante 7 .1 O y 24 horas. de acuerdo con los resultados se concluye que la 

muestra procesada es estable durante 1 O horas. 

De acuerdo a los resultados anteriores se concluye. que las muestras de tm:tformina en 

plasma fueron estables a temperatura ambiente y en refrigeración durante 48 horas; en 

congelación durante 29 dlas. durante dos ciclos de congelación - descongelación y durante 

1 O horas después de someterse al método de extracción ya que la desviación absoluta con 

respecto al valor inicial fue menor del 1 S %. 

Analizando los resultados de la validación., se estableció que el método analltico es 

confiable y adecuado para cuantificar metfonnina en plasma y para su aplicación en un 

estudio Cannacocinético. 
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Tabla 12. Estabilidad de la •-Ira p.--.da. 

1 Tie•-O 1 

Bajo Medio Al1o 
3Qng/mL 7SOnglmL 3500nglmL 

31.49 775.05 3684.26 
30.06 773.73 3561.99 

Promedio 30.78 774.39 3623.13 

1 Tiempo711oras 1 
Bajo Medio Al1o 

3QnglmL 750ng/mL 3SOOng/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 T"-polOlloras 1 
Bajo Medio Alto 

3Qng/mL 7SOng/mL 3500ng/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 

1 T"oempo2411oras 1 
Bajo Medio Aho 

3QnglmL 7SOng/mL 3SOOng/mL 

39.05 939.74 3352.48 
36.26 1095.40 4055.05 

Promedio 37.66 1017.57 3703.77 
Dcsv.abs% 22.36 31.40 2.23 
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RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

5.:S. Ana .... de ... llMMStras. 

Los resultados del seguimiento de las curvas de calibnci6n para .,....,.;r..,... 

metformina eo plasma en el análisis de las muestras p<oveoientes de ~ saaos se 

muestran a coo1inuación en la tabla 13. 

Esta tabla muestta que existe una mlnima variación de las curvas de calibnlción ya 

que durante el ~s de las muestras el coeficiente de variación no excede el 1 S % del 

valor original. Los valores de "r" mostrados fueron de 0.9998 o mayor; mientras - la 

reproducibilidad de los estAndares fue del 8.90"/o o mejor. La exactitud fue del 6.43'1e o 

mejor para todos los puntos. 



"' "' 

. 
1 1 

i 
1 1.23 
2 m -O.E01·11 
CVll 
Conc. 

nomili 
0..1111.11 

10.71 41.79 
10.33 50.35 
1061 41.99 
0.19 1.29 
1.14 2.57 

10 50 
5.4 2.02 

Tibia 13. S-l•Mln de lu nrvu de cübnci611 • 

Melforminl" Plsm (nfml.) f ~ JE 
111.19 m.oe 4111.1111 tM.00 2029.!18 3019.41 4113.37 2.13 o.• o ... 
95.42 243.to 487.57 1015.35 2031.54 2951.20 4012.31 2.07 1.01 O.Mt 
11.42 242.83 415.07 117.11 2033.31 3004.82 4110.78 2.0I 1.IXI O.MB 
U3 3.39 4.51 15.75 5.M 41.0ll Sl.35 0.03 0.01 0.00 
1.17 1.311 0.91 1.57 0.29 1.39 1.54 1.15 1.00 0.01 

100 250 500 1000 20IXI 30IXI 4000 
3.58 2.1111 0.111 0.20 1.119 0.15 2.71 



RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

En la tabla 14 se pcesenla el seguimiento de las muestras c:ootrol pano.,- c:onida. 

Ta- 14. Seauimiellto de las•- de cealrel de c:aliolad. 

Conida Control Bajo Control Medio Conlrol Alto 
30na/mL 7SOn..,·mL 3S00nahn1 

1 27.66 738.39 3SS9.66 
24.80 734.42 316S.89 

2 30.97 7S0.18 3441.41 
28.6S 849.28 3971.89 

Pr~o 28.07 773.18 3S9S.64 
O.E 2.21 48.61 320.43 

C.V% 7.89 6.28 8.90 
Cooc. Nominal 30 7SO 3SOO 

fnolmD 

Desv.abs% 6.43 3.09 2.73 

Por otro lado el método analltico desarrollado y validado. mostró ser el adecuado pano 

caracterizar el perfil de concentración plasmática con respecto al tiempo. después de 

administtar 8SO mg de metfonnina (dosis oral única) a 6 vol....-ios sanos. lo c:ual se 

presenta en la tabla 1 S y la figura 6. 



RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

T•blll IS. C-.tnci6m promedio de •etfo .... ilul e11 .,.__.-pece. •1-pe. 

Tiempo Concenttación ±.D.E.(ogfmL) 

'"" 0.00 0.00+0.00 
o.so 927.SS + 348.99 
0.75 1182.70 + 248.83 
1.0 1208.69 + 656.73 

1.25 1441.19 + 334.11 
1.S 1676.85 + 460.03 
2.0 1974.49 + 558.21 
2.S 2004.38 + 563.57 
3.0 1709.24 + 574.38 
4.0 1195.78 + 462.88 
6.0 764.72 + 324.56 
9.0 323.04 + 141.90 
12.0 169.83 + 76.66 

3000 

~ 2500 

11~ 
s 

1 
2000 

"'"" 
1000 11~ .g 

i 
500 ~ o 

-500 

o 2 4 .. • 10 12 

Tiempo (h) 

Fisura 6. Griinc. de-traci6m pllls-tica pro•edio de -ro....-.:!: O.E.,.._ 

T-po. 
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CONCLUSIONES 

e. CONCLUSIONES. 

El ~ analltico para cuantificar metfonnina en plasma. por -..-O- de 

Liquidas de Alta Resolución. fue exacto, preciso. lineal y scleclftoo en el in-...io 

de 10 a 4000 ogfmL y estable bajo condiciones de ,_jo y~ como: 

congclac:ión (-70"C) dUl'allte 29 días, t_........,. ambiente por 48 bonas. ....,._ 

dos ciclos de congelac:ión-dcscongelación, rcf"rigeracióo (S"C) por 48 1-as y como 

muestra procesada durante 10 horas a temperatura ambiente. 

El método analitico es sencillo lo que permite su uso de numera rutinsia para 

determinar la concentración de metfonnina en muestras plasmáticas. 
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APÉNDICEI 

APENDICEI 

Valores de Concentrael6n pla11m6tica de Mett'ormlna y &nliOca 
correspondiente a cada voluntario 

Tiempo VOLUNTARIO l (h) 
Comceatnoci6m ·---Ll 

o.o 0.00 
0.5 754.99 

0.75 1221.55 
1.0 1680.42 

1.25 1798.97 
1.5 1938.95 
2.0 2223.40 
2.5 2285.94 
3.0 1845.15 
4.0 1251.46 
6.0 792.50 
9.0 357.83 
12.0 152.98 

2500 

2000 ,.;· "\ 
:::::;-
E 

~ t500 

e 
<> 

tOOO TI 

j 
000 

ª <..> 

.• •\ 1 vo1u..- 1 1 
I • . ~ 

I "· . ~----. o 

o 2 4 .. .. 'º t2 

Tlempo(h) 
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Tiempo 
(JI) 

o.o 
0.5 

0.75 
1.0 

1.25 
1.5 
2.0 
2.5 
3.0 
4.0 
6.0 
9.0 
12.0 

2000 

1 1!IOO 

1 
1000 

!IOO 

o 

o 

VOLUNTARIO 2 

C-......-f••-L) 

2 

0.00 
971.97 
1277.42 
1231.37 
1254.84 
1466.112 
1977.110 
1771.96 
1452.31 
950.92 
504.96 
222.61 
108.44 

• • • 
Tiempo (h) 

APÉNDICEI 

10 12 
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Tiempo ..... 
o.o 
0.5 

0.75 
l.0 

1.25 
1.5 
2.0 
2.5 
3.0 
4.0 
6.0 
9.0 
12.0 

1000 

;;:::¡- eoo 
• -!i. 
.s eoo 

1 
~ 

400 

15 
<..> 200 

o 
o 

VOLUNTARIO 3 

C-tracl6ol•--Ll 
0.00 

755.88 
832.25 
795.56 
879.33 
956.24 
973.67 
1009.73 
800.34 
571.84 
335.34 
151.29 
81.71 

1 Voluntario 3 1 

2 • • 
Tiempo(h) 

10 

APÉNDICEI 

t2 
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Tiempo 
(11\ 

o.o 
0.5 

0.75 
1.0 
1.25 
1.5 
2.0 
2.5 
3.0 
4.0 
6.0 
9.0 
12.0 

2500 

2000 
::::; 

~ 
1!500 .s 

1 1000 

8 !500 

o 
o 

VOLUNTARI04 

C-•noc:l6oof••-L\ 
0.00 

1408.19 
1509.30 
1693.89 
1705.02 
1927.49 
2155.02 
2057.94 
1715.76 
1 IS2.22 
825.42 
318.39 
187.96 

1 Volunl1Wio4 I 

2 .. " Tiempo (h) 
• ID 

APÉNI>lCEl 

12 



APÉNDICEI 

r_..., 
VOLUNTARIO 5 fti) 

eo-traci611 ,_,_L) 
o.o 0.00 
o.s 449.S8 

0.7S 949.S2 
1.0 1998.81 
l.2S IS37.09 
l.S 22S7.23 
2.0 2646.10 
2.S 2630.31 
3.0 2S49.0l 
4.0 1977.75 
6.0 1277.18 
9.0 S67.71 
12.0 299.85 

3000 

2500 

, ____ 

:::¡-

? 
\, 

~ 2000 •. 
' 1 Voluntario5 I .s 
~ 1 

1!IOO 

1000 -~ i 8 """ . -----o 
o 2 4 8 • 10 12 

Tlempo(h) 
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Tiempo VOLUNTARIO 6 (lo) 
Coecemtrwci611 C••-Ll 

º-º 0.00 
o.s 1224.70 

0.7S 1306.IS 
LO 1372.11 

L2S 1471.93 
LS 1514.37 
2.0 1870.96 
2.S 2270.38 
3.0 1892.89 
4.0 1270.SO 
6.0 8S2.9S 
9.0 320.43 
12.0 188.09 

2500 . 
"'*' !\ :::¡-

! ""'º . ./ \ 1 Volun-61 

1 1000 
. -~ 

·- ,_ 
B !500 

~---o 
o 2 4 " • 10 12 

Tiempo(h) 
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