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1. Resumen

Para la realizaciébn de los estudios de farmacocinética vy
biodisponibilidad es necesario contar con métodos validados para
cuantificar adecuadamente los farmacos en fluidos bioldgicos. La
validacién, es la evidencia experimental documentada de que un

método cumple con el propdsito para el que fue disefado.

Por esta razén, en el presente trabajo, se desarrolld y se validd un
método analitico para la determinacion de los niveles plasmaticos de
metformina, el estudio se realizd en la Unidad de Investigacion en
Farmacologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
“Ismael Cosio Villegas”, basado en lo descrito en la Norma NOM-177-
SSA1-2013.

Se utilizé la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(CLAR), empleando una columna fase normal, Resolve Silica (5 um,
150 mm x 3.9 mm) y un filtro en linea. La fase mdvil estuvo
compuesta por NaH,PO4 - H,O 10 mM; pH 7.0: ACN, en proporcidon
80:20 (%v/v) con una velocidad de flujo de 1 mL/min, a una longitud
de onda de 234 nm. El volumen de inyeccidon de la muestra fue de 20
uL.

El método fue validado en el intervalo de 50 ng/mL-1500 ng/mL,
cumplié con los criterios de evaluacion de los pardmetros de
selectividad, limite de cuantificacidon, curva de calibracién, precision,
exactitud, estabilidad y efecto de dilucion. Asi mismo se realizaron las
pruebas para la determinacién del recobro y tolerancia del método

analitico.

El método cumple con los requerimientos de la NOM-177-SSA1-2013,
y puede ser utilizado para estudios farmacocinéticos, de monitoreo
terapéutico, de bioequivalencia o en cualquier estudio en el que se
requiera determinar las concentraciones de metformina en plasma

aplicado en adultos.
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2.

Objetivos

e Objetivo general

Desarrollar y validar un método analitico para determinar los
niveles plasmaticos de metformina de muestras bioldgicas para su
aplicacion en estudios farmacocinéticos, de monitoreo terapéutico

o de bioequivalencia en adultos como poblacién de estudio.

e Objetivos particulares

Establecer las condiciones cromatograficas para la cuantificacion

de metformina en plasma.

Desarrollar un método de extraccion de la metformina en plasma.

Validar el método analitico para la determinacién de metformina

en plasma.
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3. Introduccion

El desarrollo de métodos para analizar sustancias y productos
farmacéuticos terminados es crucial para asegurar la calidad del

producto o para la realizacion de estudios farmacoldgicos.

En estudios farmacocinéticos y de biodisponibilidad es necesario
contar con métodos validados para cuantificar las concentraciones de
farmacos o sus metabolitos, cominmente denominados analitos en

fluidos biolégicos.

Los métodos utilizados en un laboratorio de analisis quimico han de
ser evaluados para asegurar que cumplen con el propdsito para el

que son disefiados.!

Todos los métodos a desarrollar en un laboratorio deben estar
documentados, y los analistas que los vayan a utilizar deben recibir la
capacitacion adecuada y demostrar la competencia en su utilizacion

antes de empezar a actuar en casos concretos.?

El funcionamiento de los instrumentos y del equipo de laboratorio,
son parte fundamental de los métodos para determinar analitos en
muestras, ya que estos con el tiempo pueden presentar defectos por
fluctuaciones del entorno y por lo tanto pueden pasar desapercibidos
e inducir errores en los resultados, por lo que es necesario que el

equipo esté calibrado y calificado.!
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4.1 Desarrollo y validacion de métodos analiticos

Un método analitico es la descripcidn de la secuencia de actividades y
de los parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis

de un componente especifico (analito) de una muestra.?

En la Figura 1, se muestra la forma indicativa para el desarrollo de un

método analitico de un analito de interés.?

1. Buscar en la bibliografia los métodos reportados y
conocer las propiedades fisicoquimicas del analito, etc.

2. Definir las condiciones cromatograficas y el método
de extraccion de acuerdo a la propia infraestructura del
laboratorio del INER (equipo, reactivos, muestreo)

3. Optimizar el método (condiciones éptimas)

4. Validar el método desarrollado (curva de calibracién,
precision, exactitud, estabilidades, etc.)

Figura 1. Desarrollo del Método

Una vez desarrollado el método analitico, este debe ser evaluado y
sometido a pruebas para asegurar que produce resultados confiables
y consistentes!, por medio de un fundamento estadistico, a lo cual se

le denomina validacion.

La validacion es el proceso con el cual se demuestra, por estudios de
laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para
la aplicacién analitica deseada.’ La validacién de un método se debe
realizar de acuerdo a un protocolo, que incluya las caracteristicas de

desempefio analitico a evaluar.*
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Antes de iniciar la validacion se debe tener claridad de cudles son los
requerimientos del método para establecer el alcance de |Ia

validacion.

Se debe conocer, entonces, el método a validar y su aplicacion, es
decir, el analito, su concentracién y la matriz (o matrices) que se van

a utilizar y para que fines se utilizaran las mediciones.

La validacion se debe realizar de acuerdo a un protocolo, que incluya

las caracteristicas de desempefio del analitico a evaluar.*

Al obtener métodos analiticos validados para cuantificar un analito en
fluidos bioldgicos, estos pueden ser empleados para realizar estudios
farmacocinéticos, de monitorizacion terapéutica y estudios de

bioequivalencia, entre otros.”

Los responsables del desarrollo de la validacion de un método

analitico, deben de realizar las siguientes actividades:

a) Establecer un plan de validacién, este debe ser un protocolo en el
cual se definen las pruebas o parametros de validacion necesarios vy
el disefio experimental a desarrollar en base a los requerimientos del

método.®
El protocolo debe contener:

e Alcance de Ila validacion (método, analito, matrices vy
requerimientos del método, intervalo de concentracién
requeridos, entre otros.)®
e Disefio experimental:
Establecer las muestras a ser analizadas, los reactivos de
referencia, el material, etc.
Los parametros y pruebas a desarrollar.

e Materiales, instrumentacion y equipos para desarrollar la

validacién.®
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e Responsable de la validacién, fecha o tiempo programado para

realizar la validacion y fecha de elaboracion del plan.®
b) Desarrollar las pruebas de los parametros de la validacion:

Deben conocer el procedimiento del método de ensayo y el nimero
de ensayos o mediciones a realizar de acuerdo a lo establecido en el

plan de verificacién.®

También deben de realizar los calculos matematicos, comparativos
y/o estadisticos correspondientes a cada ensayo para lo cual se
puede utilizar un software estadistico, calculadora o una planilla de

célculo.®
c) Evaluar resultados de la validacion

Evaluar para cada parametro de validacion, si los resultados de las
pruebas son satisfactorios, es decir, si cumplen con los criterios de
aceptacion establecidos en el plan, se considera que el método

cumple con el fin para el que fue disefiado.®
d) Realizar el informe de validacion

Realizar un informe en el cual se presenten los resultados obtenidos y
conclusiones. El informe debe contener la declaracion de la

aplicabilidad del método.®

4.2 Validacion de métodos analiticos de acuerdo a diferentes

organizaciones.

Existen diferentes organizaciones que tienen distintos formatos para
la elaboracion de la validacion de métodos analiticos, sin embargo,
todos poseen un fin comin, que es asegurar que los métodos

cumplan con el propodsito para el que son disefiados.

Entre estas guias para validar métodos se encuentran:
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e Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2
(R1).”

e Guideline on Bioanalytical Method Validation. EMA.®

e Analytical Procedures and Methods Validation for Drugs and
Biologics. Guidance for industry. FDA.% 1°

e Validation of compendial methods-verification of compendial
methods (USP).!!

e NOM-177-SSA1-2013. Que establece las pruebas vy
procedimientos para demostrar que un medicamento es
intercambiable. Requisitos a que deben sujetarse los Terceros
Autorizados que realicen las pruebas de intercambiabilidad.
Requisitos para realizar los estudios de biocomparabilidad.
Requisitos a que deben sujetarse los Terceros Autorizados,
Centros de Investigacion o Instituciones Hospitalarias que

realicen las pruebas de biocomparabilidad.'?

4.3 Validacion del método analitico para la determinacion de
metformina en plasma.

La validacion para la determinacion de metformina en plasma que se
describe en la presente tesis se realizdé de acuerdo a lo establecido en
la Norma Oficial Mexicana, NOM-177-SSA1-2013.12

Para realizar la parte experimental correspondiente se deben conocer

los siguientes conceptos.
e Corrida analitica

Conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las mismas

condiciones experimentales.'?
e Intervalo de trabajo

Intervalo de un método analitico definido por las concentraciones

comprendidas entre los niveles superior e inferior del compuesto, en
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el cual se ha demostrado que el método cumple con la curva de

calibracién, es preciso y exacto.'?
e Muestras control

Muestras de matriz adicionada con el analito en concentracion
especifica usada para validar y monitorear el desempefio de un

método analitico.?
e Curva de calibracion

Conjunto de concentraciones que describen el intervalo en el cual se

cuantifica el compuesto por analizar.'?
e Blanco de plasma

Muestra procesada sin la adicion del analito.!?
e Blanco de reactivo

Disolvente procesado sin la adicién del analito.?
e Adecuabilidad

Verificacidn de que el sistema opera con base a criterios que permitan

asegurar la confiabilidad de los resultados de un método analitico.?

Los parametros de la validacion que se deben evaluar a efecto de

esta norma son:

e Selectividad
e Curva de calibraciéon

e Precision

Repetibilidad
Reproducibilidad
e Exactitud

e Limite de cuantificacion
e Estabilidad
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e Efecto de dilucion
A continuacidén, se presentan las definiciones de estos parametros.
e Selectividad

Capacidad de un método analitico para diferenciar y cuantificar el
compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos en la

muestra.!?
e Precision

Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando
el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de
una muestra homogénea; se evalla como repetibilidad vy

reproducibilidad.'?
e Repetibilidad

Precisiéon bajo las mismas condiciones de operacidon en un intervalo

corto de tiempo.!?
e Reproducibilidad intralaboratorio

Precisidn bajo las variaciones que comUnmente pueden ocurrir dentro
del laboratorio: diferentes dias, diferentes analistas, diferentes

equipos.!?
e Exactitud

Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de

referencia.’?
e Limite inferior de cuantificacion de la curva de calibracion

Concentracion mas baja del analito que puede medirse cumpliendo
con la precision y exactitud, determinada en funcién de las

necesidades de cuantificacion del estudio.!?
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e Estabilidad

Es la caracteristica de una muestra y/o solucion de referencia,
preparadas para su cuantificacién, de mantener su integridad
fisicogquimica y concentracién del analito después de exponerla a

ciertas condiciones durante un tiempo determinado.'?
e Estabilidad a largo plazo

Propiedad del compuesto por analizar en una matriz bioldgica, de
conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta
el analisis de todas las muestras asi como reanalisis (en caso de

realizarse este Ultimo).*?
e Efecto de dilucién

Capacidad del método, para cuantificar una muestra a la que se le

reduce su concentracion.!?
e Recobro

Es la comparaciéon entre la respuesta obtenida después de la
extraccion del analito presente en la matriz bioldgica y la respuesta

del analito en el disolvente empleado.!°

4.4 Metformina

La metformina, es un farmaco que se utiliza para ayudar al control de
los niveles de glucosa sanguinea en las personas con Diabetes
Mellitus Tipo 2.

No esta relacionada quimicamente o farmacoldgicamente con otras
clases de agentes antihipoglucemiantes orales. En oposicién a las
sulfonilureas, la metformina no produce hipoglucemia en pacientes

con DM2 o en sujetos normales.*
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La metformina actia mediante la inhibicion de la produccidon de
glucosa hepatica, reduciendo la absorcion de la glucosa intestinal. Sin

afectar la secrecidon de insulina.'* 1©

Ademas de reducir el nivel de glucosa en la sangre, la metformina
puede tener beneficios adicionales para la salud, incluyendo la
reduccidon de peso, reduccion de los niveles de lipidos en plasma, y la

prevencion de algunas complicaciones vasculares.'*

4.4.1 Descubrimiento y desarrollo de la Metformina

La metformina tiene su origen en la planta Galega officinalis conocida
desde hace siglos por reducir los efectos de la diabetes. Fue utilizada
en Europa desde la Edad Media como un tratamiento popular para la

poliuria del diabético.®

A fines del siglo XVIII se descubrié el componente quimico

responsable del efecto hipoglucemiante de la planta, denominado

galegina, derivado de la guanidina'® .

La guanidina es un compuesto organico que se encuentra en la orina
y que en la actualidad se emplea en la fabricacion de plasticos y

explosivos, su estructura quimica se muestra en la Figura 2.8

NH

H,N™ NH,

Figura 2. Estructura quimica de la guanidina
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En el afio 1917 se estudidé el efecto de la guanidina en conejos y el
cientifico C. K. Watanabe comprobd que esta era tdéxica pero tenia
actividad hipoglucémica. Posteriormente, E. Frank y colaboradores
sintetizaron una serie de andlogos de la guanidina y llegaron a la
conclusion que las moléculas que contenia dos guanidinas en la
misma estructura (conocidas como biguanidas) tenian mayor poder

hipoglucémico y menor toxicidad en animales.!®

En la Tabla 1, se presentan los sucesos histéricos que permitieron el
desarrollo de la metformina hasta su presentacion farmacéutica en la

actualidad.'®

Tabla 1. Desarrollo de la metformina a partir de la planta Galega officinalis.

ARo Evento en el desarrollo del farmaco
A fines de
Galega officinalis, rica en guanidina
1800
1918 La guanidina disminuye la glucosa en sangre de
animales
Se descubre que la guanidina es tdxica, pero su
1920

isbmero guanidina isoamileno es menos téxica

Es sintetizada la Synthalin A (biguanida
1920-principios
decametilendimetacrilato) y la Synthalin B

de 1930
(biguanida dodecametileno)
El Flumamine (dimetilbiguanida) se usa para el
tratamiento de la gripe en Filipinas.
1929 ) )
El farmacdlogo clinico, Jean Sterne, en Francia
investiga el efecto reductor de la glucosa
1957 Sterne publica un articulo sobre las propiedades
reductoras de la dimetilbiguanida sobre la glucosa
1958 La metformina sale al mercado en Reino Unido
Se informa de los ensayos clinicos de las biguanidas
1957-1958

fenformina y buformina
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1970 La fenformina y buformina son retirados del
mercado debido a su asociacién con acidosis lactica

1972 La metformina sale al mercado en Canada
1995 La metformina sale al mercado en E.U.A.

Se fabrican tabletas de metformina de liberacion
2004 prolongada
5016 Se fabrican tabletas de metformina de liberacion

retardada

4.4.2 Caracteristicas fisicoquimicas

Quimicamente, el clorhidrato de metformina es N,n-dimetil
imidocarbonimidina hidrocloruro. La estructura quimica se muestra en
la Figura 3.%°

La metformina es una molécula pequefa altamente polar, que posee
una gran solubilidad en agua. Es una base hidrofila que existe a pH

fisioldgico como la especie catidnica (> 99,9%).*> 2°

Figura 3. Estructura quimica del clorhidrato de metformina

Las propiedades fisicoquimicas que posee esta molécula se indican en
la Tabla 2.%!
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Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del clorhidrato de metformina.

Propiedad Valor
Férmula quimica
condensada CaHuiNs
Peso molecular metformina 129.16
(g/mol)
Peso molecular clorhidrato
de metformina 165.63
(g/mol)
Estado Solido
Punto de fusién (°C) 223-226
Solubilidad en agua
1.38
(mg/mL)
logP -0.5
pKa 12.4

4.4.3 Farmacocinética

La farmacocinética de la metformina muestra una gran variabilidad
interindividual, misma que se observa por las diferencias en la
concentracion plasmatica en el estado estacionario alcanzando

concentraciones de 54 a 4133 ng/mL.°

La union de la metformina a proteinas plasmaticas es practicamente

nula, y no se metaboliza.?!

Estudios de dosis Unica por via intravenosa en sujetos sanos
demuestran que la metformina se excreta sin cambios en la orina y
no sufre metabolismo hepatico (no se han identificado metabolitos en
los seres humanos), ni excrecion biliar. Aproximadamente el 90% del

farmaco se elimina de manera inalterada en 24 h en sujetos sanos.??

En la Tabla 3, se indican los parametros farmacocinéticos

correspondientes a este farmaco.??

Pagina | 19



Tabla 3. Parametros farmacocinéticos.

Parametro Valor
Absorcion 1 a 3 h, pudiendo llegar hasta 6 h
Biodisponibilidad 50 - 60%

Cmax con 500 mg (Dosis

Unica. Liberacidon inmediata.
(1030 + 330)ng/mL*
En pacientes adultos

sanos)??
Tmax 2.1-3h
t1/> plasmatica 1.5a 6.2 h **
t1/> sanguinea 17a17.6 h
Volumen de distribucidn 9.9 L
Excrecidn Renal 90%
Duracion accion 3 a 4 semanas
t1/2 Eliminacion media 4a8h

*La administracion de dosis en el rango de 0.5 g y 1.5 g presenta relacion inversa entre dosis ingerida y

absorcién, lo que supone la existencia de un proceso de absorcidén activo y saturable.

**|a diferencia entre t1/2 plasmatica (1.5 a 6.2 h) y t1/2 sanguinea (17.6 h), sugiere que la metformina

se distribuye dentro de los eritrocitos.

Tabla 4. Concentracion maxima reportada en la literatura.

Grupos de estudio, Tabletas de Clorhidrato de Cmax (ug/mL)
metformina
Adultos sanos

500 mg dosis Unica 1.03 (+0.33)

850 mg dosis Unica 1.60 (+0.38)

850 mg tres veces diarias (19 dosis) 2.01 (£0.42)

Adultos con DM2
850 mg dosis Unica 1.48 (£0.50)
850 mg tres veces diarias (19 dosis) 1.90 (£0.62
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4.4.4 Farmacodinamia

La metformina puede actuar a través de tres mecanismos:

e Por medio de la reduccion de la produccion hepatica de glucosa
mediante la inhibicion de la gluconeogénesis y la
glucogendlisis.?*

e A nivel muscular, aumentando la sensibilidad a la insulina,
favoreciendo la captacion y la utilizacién periférica de la
glucosa.?*

e Retraso de la absorcién intestinal de la glucosa.?*

La metformina estimula la sintesis de glucégeno actuando sobre la
glucdgeno sintetasa. Aumenta la capacidad de transporte de todos los
tipos de transportadores de glucosa de membrana (GLUT, por sus

siglas en inglés) conocidos hasta el momento.?*
Efecto en el higado

La metformina mejora la hiperglicemia sobre todo a través de la
inhibicion de la produccion hepatica de glucosa, es decir, la
gluconeogénesis hepatica. La metformina activa la proteina cinasa
dependiente de AMP (AMPK, por sus siglas en inglés), una enzima
hepatica que desempefia un papel importante en la sefializacion de la
via de la insulina, el manejo energético del cuerpo entero y el
metabolismo de la glucosa y las grasas. La activacion de la AMP es
necesaria para el efecto inhibitorio de la metformina sobre la

produccién de glucosa por las células hepaticas.??
4.4.5 Contraindicaciones actuales para el uso de metformina

e Hipersensibilidad a la metformina.*®

e Desestabilizacién severa de la Diabetes (cetoacidosis o pre-
coma).?’

e Insuficiencia renal o disfuncion renal (nivel de creatinina en
suero >1.5 mg/dL en hombres y >1.4 mg/dL en mujeres).?®
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e Después de un examen de rayos X que involucre el uso de
contrastes ionizados.?’

e Enfermedades que puedan causar falta de oxigeno a tejidos
(falla cardiaca, infarto reciente al miocardio, insuficiencia
respiratoria).?®

e Insuficiencia hepatica.?®

« Diarrea persistente o severa, vomitos recurrentes.®”

e Consumo excesivo de alcohol.?

e Embarazo.?

. . 7y 7 . 25
e Acidosis metabdlica aguda o cronica.
4.4.6 Reacciones adversas
La metformina estd relacionada con el desencadenamiento de
acidosis lactica, aunque diversos estudios han revelado que la
metformina tiene un muy bajo indice de desarrollo de este tipo de
complicacion (es de 0.24 por cada 10,000 pacientes tratados) en

comparacion con otras biguanidas.?®

En pacientes con insuficiencia hepatica renal, se recomienda sin
importar su grado de gravedad, efectuar pruebas funcionales con

frecuencia.?®

Si el farmaco esta siendo administrado a mujeres embarazadas o en
época de lactancia, debe vigilarse estrechamente, para prevenir

acidosis lactica.?®

En pacientes con mucosa gastrica sensible, se recomienda iniciar la
terapia con dosis bajas (425 o 500 mg) e ir incrementandolas cada
dos a tres semanas, administrando siempre la dosis con los alimentos

o inmediatamente después de ellos.?®

Las biguanidas impiden a largo plazo la absorcién de vitamina B12 y
acido fdlico, por ello se recomienda emplear terapia complementaria
de estas vitaminas y descartar anemias macrociticas, por lo menos

cada 12 meses.?®
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En pacientes que estan bajo tratamiento con metformina, que van a
ser sometidos a estudios radioldgicos en los que se empleen medios
de contraste yodados, se aconseja descontinuar la metformina 48
horas antes del estudio y reanudarla 48 horas después de haber

finalizado el estudio, a fin de prevenir una acidosis lactica.?®
4.4.7 Estudio de Ila metformina

En la actualidad la metformina es el farmaco que se usa en la terapia
primaria en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo II y es uno de
los mas recetados a nivel mundial por su eficacia y seguridad.
El gran impacto de la metformina en la sociedad ha propiciado a

desarrollar métodos para cuantificar este analito en plasma.

La cuantificacion de metformina en muestras de plasma puede ser
empleada en estudios de farmacocinética, de monitoreo terapéutico,

y en estudios de bioequivalencia.®

La metformina presenta un espectro de absorcion de luz UV, se han
determinado maximos de absorcion a la longitud de onda de 230 nm
- 250 nm.

Y por medio de una reaccién colorimétrica con reactivo de Biuret a la

longitud de onda de 495 nm. '* ?’

Debido a que la metformina presenta un espectro de absorcion en la
region UV, se han desarrollado métodos de Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés), acoplado a deteccién
UV (HPLC-UV)’, que a diferencia de los métodos colorimétricos, son

mas selectivos y sensibles para detectar un analito.

Asi mismo, los métodos de pretratamiento o métodos de extraccién
de las muestras a analizar incluyen precipitacion de proteinas,

extraccion en fase sdlida, y la extraccién liquido-liquido.
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Al desarrollar un método para cuantificar metformina en plasma en

un laboratorio, se deben de cumplir los siguientes criterios:

e Cuantificar la metformina a concentraciones equivalentes al 5%
de la Cmax con precisidon y exactitud.

e Contar con un método de extraccién relativamente sencillo,
rapido y econdémico.

e Encontrar las condiciones adecuadas para obtener un tiempo de

elucion adecuado.

Estos criterios, son validos ya que en algunos estudios que se realizan
existen un gran numero de muestras y el tiempo es un factor que

influye en el analisis de resultados.

4.5 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)
El HPLC es una de las herramientas mas utilizadas de la quimica
analitica. Tiene la capacidad de separar, identificar y cuantificar los
compuestos que estan presentes en cualquier muestra que se puede
disolver en un liquido. La ventaja con mas significancia, es la
capacidad de detectar facilmente compuestos de concentraciones

bajas, del orden ng/mL y de partes por billédn [ppb].%®

El HPLC puede ser aplicado a casi cualquier muestra, tales como
productos farmacéuticos, alimentos nutracéuticos, cosméticos,
matrices ambientales, muestras forenses, y productos quimicos

industriales.?®
Fundamento

En el HPLC, el analito de interés pasa por una columna
cromatografica a través de la fase estacionaria (normalmente, un
cilindro con pequefas particulas redondeadas con ciertas
caracteristicas quimicas en su superficie) mediante el bombeo de un

liquido (fase mdvil) a alta presién a través de la columna.?®
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La muestra a analizar es introducida en pequefas cantidades
(Micrométodos, menos de 500 uL) y sus componentes se retrasan
diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas
con la fase estacionaria a medida que se adelantan por la columna,

como se indica en la Figura 4.2

Fase movil
,m Muestra —l l | | l Eluyente
A B
Fase 1.
estacionaria
Detector * - * . .

o 4 e s t“ Eluato

Figura 4. Fundamento de la cromatografia liquida.

El grado de retencidén de los componentes de la muestra depende de
la naturaleza del compuesto, de la composicion de la fase
estacionaria y de la fase mdévil. El tiempo que tarda un compuesto a
ser eluido de la columna se denomina tiempo de retencién y se
considera una propiedad identificativa caracteristica de un compuesto

en una determinada fase movil y estacionaria.?’

4.5.1 Tipos de HPLC
Los tipos de HPLC que a continuacién se indican, se clasifican de

acuerdo al mecanismo de separacién o el tipo de fase estacionaria.

e Cromatografia de reparto o liquido-liquido: es el tipo de HPLC
mas empleado, consiste en una fase estacionaria que es un

segundo liquido inmiscible con la fase moévil liquida. En esta
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cromatografia liquido-liquido, la interaccion se mantiene por
adsorcion fisica.?®

Existen dos tipos de cromatografia de reparto, la de fase
normal, en la que la fase estacionaria es polar, y la mévil es no
polar y la de fase reversa, en la que se invierte la polaridad de
las fases.?®

Cromatografia de adsorcién o de liquido-sélido; la fase
estacionaria es la superficie de un sdlido polar finamente
dividido. Con este empaquetamiento, el analito compite con la
fase movil por los sitios sobre la superficie del
empaquetamiento y la retencion se debe a fuerzas de
adsorcion.?®

Cromatografia de intercambio de iones o idnica; la resina que
esta empaquetada en la columna se utiliza para separar
especies cargadas. Los iones del analito se separan en el
intercambiador idénico de baja capacidad por medio de un
eluyente de baja fuerza idnica.?®

Cromatografia de exclusion molecular: el fraccionamiento se
basa en el tamano molecular. EI empaquetamiento de este tipo
de columnas consisten en pequefias particulas de silice o
polimeros que contienen una red de poros uniformes, en los
cuales pueden difundirse las moléculas de soluto y disolvente.?’
Cromatografia de afinidad, consiste en enlazar de manera
covalente un reactivo, llamado ligando de afinidad, a un soporte
solido. Entre los ligandos de afinidad se encuentran
anticuerpos, inhibidores enzimaticos u otras moléculas que se
enlazan de manera reversible y selectiva a las moléculas del

analito en la muestra.?®
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4.5.2 Instrumentacion

Recipientes de fase moévil y sistemas de tratamiento de
disolventes

Los equipos de HPLC, deben utilizar recipientes, que contendran los
disolventes empleados.?®

Deben de incluir accesorios para eliminar los gases disueltos y
particulas en suspensidon de los liquidos, de esta forma se evita que
haya burbujas en la columna y puedan causar ensanchamiento en las

bandas del cromatograma.?®

Los desgasificadores pueden consistir en un sistema de bomba de
vacio, uno de destilacién, un dispositivo para calentamiento y
agitacion o, un sistema de burbujeo, en el que los gases disueltos se
extraen de la disolucién mediante burbujas finas de un gas inerte que

es insoluble en la fase mdévil.?®
Existen dos tipos de elucion

. La elucion isocratica es aquella con un Unico disolvente o una

mezcla de disolventes de composicidn constante.?®

o La elucidon en gradiente es aquella en la que la composicién del

disolvente cambia de manera continua o escalonada.?®

Sistemas de bombeo
Los requisitos de las bombas para HPLC deben tener las siguientes

caracteristicas:

o Capacidad para generar presiones de hasta 6000 psi
o Salida libre de pulsos

o Velocidades de flujo de 0.1-10 mL/min

J Resistencia a la corrosion por diversos disolventes
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Existen tres tipos de bombas:

o Las de tipo de jeringa impulsada con tornillo, producen una
salida no pulsada cuya velocidad de flujo se controla facilmente; pero
tienen una baja capacidad (~250 mL) y no resultan apropiadas

cuando se requieren cambios en los disolventes.?®

J Las bombas de vaivén u oscilantes, consisten en una pequena
camara cilindrica que se llena y se vacia con el movimiento oscilante
de un pistén, el movimiento de la bomba produce un flujo pulsado

que debe atenuarse después.?®

. Las bombas neumaticas o de presidon constante, es un
recipiente plegable que contiene un disolvente que puede

presurizarse con un gas comprimido.?®

Sistemas de inyeccion de muestras

Los inyectores automaticos consisten basicamente en el empleo de
una valvula de inyeccion controlada por un sistema robodtico que
permite la toma de un cierto volumen de muestras de un vial
preseleccionado, la carga de la muestra en el bucle, la inyeccién de la
muestra mediante accién automatica de la valvula y el lavado de todo
el sistema. Ademas, los sistemas mas avanzados son programables y

con ellos pueden realizarse operaciones como diluciones.>°

La principal ventaja de los inyectores automaticos es su elevada
reproducibilidad y comodidad de uso, que tienen gran importancia

cuando se debe analizar un gran niimero de muestras para analizar.>°

Columnas para HPLC

Las columnas de HPLC, se elaboran con tubos de acero inoxidable. La
mayoria, tienen una longitud de 10 cm - 30 cm y un diametro interno
de 2 mm - 5 mm. Los empaquetamientos de las columnas suelen ser

de un tamafio de particula de 3 pm - 10 pm.?®
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El empaguetamiento mas comun en el HPLC se prepara con particulas
de silice, que se sintetizan por aglomeracién de particulas
subatdmicas de silice en condiciones que producen particulas mas
grandes y de diametro uniforme. Las particulas resultantes suelen
cubrirse con peliculas organicas finas, que se enlazan quimica o

fisicamente con la superficie.?®

Otros materiales de empaquetamiento son las particulas de alimina,

particulas de polimeros porosos y resinas de intercambio i6nico.?®

Precolumnas

Con frecuencia se coloca una precolumna pequena delante de la
columna analitica para extraer particulas y contaminantes de los
disolventes y prolongar asi la vida de la columna analitica. La
composicidon del empaquetamiento de la precolumna suele ser similar
a la de la columna analitica, aunque el tamafo de particula tiende a

ser mayor para minimizar la caida de presién.?®

Termostatos para columnas

Si bien en muchas aplicaciones no es necesario el control estricto de
la temperatura de la columna y sélo se requiere de la temperatura
ambiental, se ha revisado, y se obtienen mejores cromatogramas al
mantener temperaturas de columna constantes a unas décimas de

grado Celsius.?®

Existen equipos de HPLC que contienen calentadores que controlan la

temperatura de la columna que van desde 20 hasta 150°C.?®

Detectores
No se cuenta con un sistema detector universal altamente sensible
para HPLC. Asi pues, el detector usado depende de la naturaleza de la

muestra.3°

Los detectores mas usados en cromatografia liquida se basan en la

absorcion de radiacion ultravioleta o visible. Se fabrican
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comercialmente fotdmetros y  espectrofotdmetros disenados
especificamente para uso con columnas cromatograficas. Los
primeros emplean frecuentemente las lineas de 254 a 280 nm de una
fuente de mercurio, ya que muchos grupos funcionales organicos

absorben en esta regién.>°

Otros detectores que se les ha encontrado una considerable

aplicacién son:

e Espectrofotometria de masas
o Indice de refraccion
e Electroquimicos

e Fluorescencia
4.5.3 Funcionamiento del cromatoégrafo

En las Figuras 5 y 6, se muestra la instrumentacion y la forma de

operacion del cromatdgrafo (HPLC).3!

e Un depdsito contiene el disolvente (fase movil)

e Una bomba de alta presién (sistema de suministro de
disolvente), que se utiliza para generar y medir la velocidad de
flujo de la fase mdvil que se requiera.

e El inyector (director de muestra o automuestreador) es capaz
de introducir la muestra en el flujo de fase mévil que fluye de

forma continua para llevar la muestra a la columna de HPLC.

e La columna contiene un material de empaquetado
cromatografico necesario para efectuar la separacidon. Este
material de embalaje se llama fase estacionaria, ya que se
mantiene en su lugar.

e El detector a través de una seinal eléctrica manda bandas del
compuesto separadas, que eluyen de la columna de HPLC a un

ordenador.
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e La fase movil sale del detector y puede ser enviado a los
residuos.

e Las tuberias de alta presién y los accesorios se utilizan para
interconectar la bomba, el inyector, la columna vy los

componentes del detector.

Disolventes
—
—
i\
, Colgmna Cromatograma
sk Inyector UL
_ — S—
) i1
- ! Compter Dana Siation
e B
. Muestra
Valvula
graduadora de Bomba Detector
gradiente -

Desechos

Figura 5. Instrumentacion y operacion del cromatdgrafo. Tomada de Waters.com

El detector estd conectado a la estacion de datos de la computadora,
este componente del sistema de HPLC registra una sefial eléctrica
necesaria para generar el cromatograma en la pantalla, de tal forma

que se pueda identificar y cuantificar la concentracidon de los analitos

de la muestra.3!
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Detector UV-VIS

Camara de la Columna

Cromatograma

Automuestreador Base reservorio
(inyector) Bombeo de disolventes (disolventes)

Figura 6. Instrumentacion y deteccién de la respuesta del HPLC. Tomada de Waters.com

4.6 Extraccion de farmacos de una matriz bioldgica.

El campo del analisis de los productos farmacéuticos y otros
productos quimicos en matrices biolégicas ha sido objeto de

renovacion importante durante las Gltimas décadas.
Los objetivos de la preparacién de las muestras son:

e Pre-purificacién: eliminar interferencias y la matriz.
e Pre-separacion: mejorar la separacion de los compuestos de
interés de forma selectiva.

e Pre-concentracién: mejorar su deteccién.>?
Los métodos de preparacion de las muestras utilizados
tradicionalmente son:

e Extraccidén liquido-liquido

e Extraccién en fase soélida

e Precipitacion de proteinas
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La extraccidén liquido-liquido, consiste en dos sustancias liquidas

inmiscibles que se mezclan y forman dos capas denominadas fases.

El liquido mas denso se dirige hacia el fondo del recipiente, mientras

el menos denso, se ubica en la parte superior. En este instante el

sistema es de dos fases liquidas. Un analito puede mostrar mayor

afinidad por uno de los dos liquidos, es decir, que el analito sera mas

soluble en una fase que otra.>?

La extraccion en fase solida es una técnica de preparacion de muestra

que limpia y/o concentra muestras antes del analisis y, puede ser

empleada de dos formas distintas:

e La muestra pasa a través de un lecho de fase sélida que retiene

los interferentes mientras que los analitos eluyen;3*

e La muestra pasa a través de un lecho de fase sélida que retiene

los analitos y, posiblemente, algunos interferentes. Estos se

eliminan del lecho y después se eluyen los analitos.>*

Acondicionamiento

&L | & &L (£
> >
NS
&| |P| |e] |
L L I L L
@ @) (OXO) .~

Disolvente (activacion)

Disolvente
(acondicionamiento))

Disolvente (lavado)

Analito

Eluyente

Interferente

Figura 7. Fundamento de la extraccién liquido-sélido.
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Precipitacion de proteinas

Precipitacion con sales. La adicion de sales elimina el agua de la
proteina hidratada, dejando las regiones hidrofébicas en libertad de

combinarse intermolecularmente. >’

Precipitacion isoeléctrica. Esta técnica se basa en la disminucién de la

solubilidad en el punto isoeléctrico.>®

Las proteinas por su naturaleza anfotérica presentan una carga neta
negativa a pH altos y una carga neta positiva a pH bajos. Existe un
pH llamado pH isoeléctrico al cual la carga neta de la proteina es
cero. A este pH la molécula es incapaz de desplazarse en un campo

eléctrico.3®

Precipitacion con polimeros no idnicos. La precipitacion de proteinas
también puede realizarse utilizando polimeros neutros como el

polietilenglicol (PEG) en lugar de sales o disolventes.>®

Precipitacion con disolventes. Esta técnica se basa en la disminucion
de la solubilidad mediante la adicion de un disolvente organico

ligeramente polar.>®

La adicion de un disolvente organico, produce agregados de
moléculas proteicas que tienden a precipitar, esto se debe a que el
disolvente presenta una constante dieléctrica menor que la del agua,
lo cual produce un incremento en las fuerzas de atraccién entre
cargas opuestas y una disminucién en el grado de ionizacion de los
radicales de las proteinas, y en consecuencia una disminucion en la

solubilidad de esta.?®
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4.7.

Metodologias

reportadas para

Metformina por HPLC-UV.

la determinacion de

Tabla 5. Métodos reportados para la cuantificacion de metformina por

HPLC-UV.
ARG Columnay Condiciones Método de
precolumna cromatograficas extraccién
FM K;HPO,0.01M pH 3.5:ACN
. ) o .
Kalr??isay gl'ilpzezr;%S:’lnnl’_‘CX (Fov/v) 60:40 Precipitacion con acido
Yuen? 4.6 mm, 5 um) A 234 nm perclérico 60%v/v
Vjéoﬁ ﬁ].?)d 1mL/min
Hypersil HS Silica M (NH“)ZHPO_“ 0.03M pH
SHm, 25 cm X Z.O:ACN Precipitacion con HCl 1 M y
2001 4.6 mm (%v/v) 75:25 acetonitrilo; seguida de una
Ching-Ling Precolumna extraccion liquido-liquido
Cheng®® (Hichrom Silica A 240 nm con diclo?ometar?o
H5 10 mm x 3.2 Velocidad .
mm) de flujo 1mL/min
EM Buffer de fosfato 0.02M pH
7.0:ACN
o ] Precipitacién con
2008 Meltgcs)antheXnyl (%v/v) 50:50 acetonitrilo; seguido de una
Porta® 4.6mm, 4pm A 236 nm filtracion y reconstitucion
' ! con FM
Velocidad .
de flujo 1mL/min
FM NH4H,PO4al 1.7% pH 2.5
Lichrosorb RP-8 . .
G200’939 (5 um, 250 mm A 233 nm No aphcta me.t,odo de
arcia % 4 mm) Velocidad extraccion
de flujo 1.5mL/min
FM KH,PO4 10 Mm:SDS 10
2013 Revlfalfscggirgase mM:ACN Precipitacion con acido
15 (Y%v/v) 66:34 perclérico 60 %v/v; seguido
Paudel C-18 (250 mm x
- de una filtracion
4.6 mm,5 ym) V(jeéoghdjid 1.3mL/min
FM KH,PO4 0.1M pH 6.5:SDS
4.6mM:ACN Precipitacion de sangre total
2014 Varian Pursuit C8 (%v/v) 63:7:30 con ACN y metanol, seguido
Alemén?® 150 mm x 3.9 de una evaporacién de los
mm A 236 nm solventes y reconstitucion
Velocidad ] con la FM
de fllujo 0.8mL/min
Agilent Zorbax FM NaH,PO4 pH 5.0
2(~)1540 SB-Aq (5 um, A 234 nm No aplica mét,odo de
Mufoz 150 mm x 4.6 ; extraccién
mm) V;éoghdjid 1mL/min
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. Metodologia

Materiales

e Agitador magnético

e Combitipsde 1 = 10 pL, 50 pL, 100 pL

e Espatula de acero

e Frascos de vidrio para contener disolventes o fase moévil con
tapa de rosca de 250 mL, 500 mL y 1000 mL marca KIMAX

e Frascos de plastico con tapa de rosca de 25 mLy 125 mL

e Gradillas

e Guantes de nitrilo

e Matraces volumétricos de 10 mL, 50 mL, 100 mL y de 1000 mL

e Membrana de Nylon de 0.45 um marca Waters

e Nave para pesar

e Pipetas Pasteur

e Probeta de 500 mL y de 1000 mL

e Puntas para micropipeta de capacidad de 200 pLy 1000 L

e Tubos Eppendorf de capacidad de 1.5 mLy 2 mL

e Vaso de precipitado de plastico de 100 mL y 1000 mL

e Vialesde 1.5 mL

Equipos e instrumentos

e Agitador vortex Genie 2

e Balanza analitica marca SCIENTECH SA 80

e Campana de extraccion

e Centrifuga, modelo Centrifuge 5415D, marca Eppendorf

e Micropipetas marca Eppendorf de capacidad 20 uL - 200 pL y de
100 pL - 1000 pL

e Milli-Q

e Equipo de filtracién al vacio

e Ultra congelador REVCO

Temperatura de operacién -80 °C
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Congelador marca TORREY

Temperatura de operacién -10 °C

Sistema cromatografico

Cromatografo de liquidos de alta resolucion modelo Alliance
2695 marca Waters

Detector (Dual A Absorbance Detector) modelo 2487, marca
Waters

Software Empower - Pro Build 1154 Waters

Reactivos

Agua (H;0) desionizada

Acetonitrilo (CHsCN) grado HPLC (J.T. Baker, E.U.A.)
Diclorometano (CH,Cl,) grado HPLC (J.T. Baker, E.U.A.)
Metanol (CH30H) grado HPLC (MERCK, Darmstadt, Alemania)
Fosfato monobasico de sodio monohidratado (NaH,PO4 - H,0)
(J.T. Baker, E.U.A.)

Acido clorhidrico fumante (HCI) (MERCK, Darmstadt, Alemania)
Pureza 99.7%

Hidréxido de sodio (NaOH) (J.T. Baker, E.U.A.) Bajo en
carbonatos Pureza 98.2%

Clorhidrato de metformina (Sigma Aldrich) Pureza>99%
Lote 1B998AF

Cafeina (Sigma Aldrich)

Acetaminofén (Sigma Aldrich)

Plasma humano proveniente del Banco de sangre del INER
Tubo BD Vacutainer de plastico con Heparina de sodio 7.2 mg.
Tubo BD Vacutainer de plastico con EDTA 7.2 mg.
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5.1 Preparacion de las soluciones
e Disolventes

Se filtraron al vacio con membrana de Nylon de 0.45 pm los

siguientes disolventes:
Agua desionizada
Acetonitrilo (ACN) grado HPLC
Metanol grado HPLC.
e Solucion amortiguadora de NaH;PO4 - H,O 10 mM, pH 7.0

Se peso el equivalente a 1.3799 g de NaH,PO,4 - H,0O, posteriormente
se transfirieron a un vaso de precipitados de 1 L y se disolvieron con
800 mL de agua desionizada. Se ajusto el pH a 7.0 con la solucién de
NaOH 1 M.

Se transfirido la solucion a un matraz aforado de 1 L y se llevd a

volumen final. Se filtrd al vacio con membrana de 0.45 pm.
e Fase movil

Solucién amortiguadora de NaH,PO, - H,O 10 mM, pH 7.0: ACN
(80:20 %v/v)

Se midieron en una probeta de 1 L, 800 mL de solucion
amortiguadora de NaH,PO4 - H,O 10 mM, pH 7.0 previamente filtrado
y se adicionaron a un frasco de 1 L para disolventes de HPLC.
Posteriormente se midieron con una probeta de 500 mL, 200 mL de
ACN grado HPLC previamente filtrado y se transfirieron al frasco
antes mencionado. Se agité hasta lograr la homogenizacién de la

mezcla y finalmente se filtr6 con membrana de 0.45 pm.
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e Solucién de HCI 0.05 M

A un matraz aforado de 50 mL se le adicionaron 30 mL de agua
desionizada. Se midieron 207.2 uL de HCI fumante y se transfirieron

a este matraz. Se llevé a volumen final y se agité.
e Solucién de NaOH 1 M

Se peso el equivalente a 4 g de NaOH y se transfirio a un vaso de
precipitados de 100 mL. Se adicionaron 40 mL de agua y se

disolvieron mediante agitacion magnética.

Se transfirid cuantitativamente esta solucion a un matraz aforado de

100 mL y se llevo al volumen final.
e Solucién de cafeina de 100 pg/mL

Se pesd el equivalente a 10 mg de cafeina, se transfirié
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 mL y se

disolvieron con agua desionizada.
e Solucion de acetaminofén de 100 pg/mL

Se pesdé el equivalente a 10 mg de acetaminofén, se transfirid
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 mL y se

disolvieron con agua desionizada.
e Solucion stock de clorhidrato de metformina 100 pg/mL

Se pesoO el equivalente a 10 mg de clorhidrato de metformina, se
transfirid cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 mL y se

disolvieron con agua desionizada.

A partir de la solucién stock de 100 pg/mL, se prepararon las

soluciones correspondientes para obtener la curva de calibracién.
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Se midieron los volumenes indicados en la Tabla 6 y se transfirieron a

matraces aforados de 10 mL. Finalmente se llevd al volumen final con

agua desionizada.

Tabla 6. Preparacion de las soluciones de trabajo y muestras control

Vol. solucién stock Concentracion
de clorhidrato de Aforo final de las
metformina 100 (mL) soluciones

pg/mL (pL) [Hg/mL]
C1(LC) 100 10 1.0
C2 200 10 2.0
CB 300 10 3.0
C3 400 10 4.0
C4 500 10 5.0
C5 1000 10 10
CM 1500 10 15
C6 2000 10 20
CA 2500 10 25
Cc7 3000 10 30

5.2 Curva de calibracion y muestras control de calidad

Considerando una Cmax de 1000 ng/mL reportada en la literatura??,

con las soluciones que se indican en la Tabla 6, se prepard la curva

de calibracion del método en el intervalo de 50 ng/mL-1500 ng/mL,

considerando un volumen total de 200 pL.

En la Tabla 7, se describe la preparaciéon para cada punto de la curva

y de las muestras control.
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Tabla 7. Preparacion de la curva de calibracion para el método analitico en

el rango de 50 ng/mL - 1500 ng/mL y muestras control.

Concentracion | Alicuota de | Volumen de | Concentracién
de solucion solucién plasma final
[Hg/mL] (pL) (ML) [ng/mL]
C1(LC) 1.0 10 190 50

C2 2.0 10 190 100
CB 3.0 10 190 150
C3 4.0 10 190 200
C4 5.0 10 190 250
C5 10 10 190 500
CM 15 10 190 750
Cé6 20 10 190 1000
CA 25 10 190 1250
Cc7 30 10 190 1500

Pagina | 41




5.3 Proceso de extraccion

El proceso de extraccion empleado, se describe en la Figura 8. Previo
a la realizacién de cualquier prueba se realizd el ensayo de

adecuabilidad (solucion de 750 ng/mL) y se analizé un BR y un BP.

A) Medir 190 uL B) Medir 190 pL de C) Medir 200 pL
de plasma libre de plasma libre de de agua y
farmaco y farmaco y transferirlos a un
transferirlos a un transferirlos a un tubo eppendorff
tubo eppendorff tubo eppendorff de de 1.5 mL
de 1.5 mL 1.5mL

+ 10 yL de agua

+ 10 uL de la alicuota
(Tabla 6) + 20 yL de HCI 0.05 M

+ Agitar durante 50 s + 600 uL de ACN
+ Agitar durante 50 s

+ Centrifugar a 10,000 RPM durante 6.5
min

Decantar el sobrenadante en un tubo eppendorff de 2.0 mL

+ 600 uL de CH,CI;
+ Agitar durante 50 s

+ Centrifugar a 10,000 RPM durante 6.5
min

Fase acuosa Fase organica

+ Retirar 200 yL de sobrenadante con la micropipeta

+ Transferir este volumen a un vial

Inyectar Desechar

Figura 8. Proceso de extraccion. A) Preparacion de la curva de calibracién y muestras control
B) Blanco de plasma C) Blanco de reactivo
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5.4 Desarrollo del método analitico

Durante el desarrollo del método analitico se realizd una busqueda
bibliografica sobre las caracteristicas fisicoguimicas y
farmacocinéticas de la metformina, asi como de los métodos
reportados en la literatura sobre la cuantificacién de este analito en

plasma.

Las condiciones cromatograficas se basaron en el método de Ching-
Ling Chen®®. Las pruebas del sistema se realizaron con una solucién

de clorhidrato de metformina de concentracién de 750 ng/mL.

El método se desarroll6 empleando una columna Resolve Silica 5 pm,
150 mm x 3.9 mm vy un filtro en linea. La FM propuesta fue solucidn
amortiguadora de NaH,PO4 - H,O: ACN.

Se probaron diferentes concentraciones de la solucion amortiguadora
de NaH,PO4 - H;O, la proporcion de los componentes de la FM y la

realizacion manual de la mezcla de la FM.

La deteccidn se probd en la regiéon UV a una A=234 nm, y se registro

una adecuada sefal correspondiente a la metformina.

La velocidad de flujo fue la indicada para presentar una respuesta con

un tiempo de elucién del analito aceptable.

En la determinacién del volumen de inyeccidon y la temperatura, se
realizaron pruebas para establecer las condiciones en la que la sefal
era detectable y adecuada, sin presentar problemas en el

cromatograma registrado.

En la Tabla 8, se muestran las condiciones cromatograficas originales
y modificadas del método reportado por Ching-Ling Chen® para el

desarrollo de este método analitico.
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Tabla 8. Condiciones cromatograficas del desarrollo del método analitico.

Condiciones Método de

Parametros Ching-Ling Chen® Condiciones modificadas
Columna Hypersil HS Silica Resolve Silica
5um,25cmx4.6 mm |5 pum, 150 mm x 3.9 mm
Precolumna Hichrom Silica H5 )
10 x 3.2 mm
FM (NH“)ZHP(;“OO'% MPH 1 NaH.PO. 0.01 M pH 7.0

Proporcion FM

75:25 %v/v

80:20 %v/v

Velocidad de

flujo 1 mL/min 1 mL/min
Volumen de 50 pL 20 uL
inyeccion
A 240 nm 234 nm
Temperatura 40°C 3000

de la columna

5.5 Protocolo de validacion del método analitico

e Adecuabilidad del sistema

Para realizar esta prueba se inyectd por sextuplicado la solucion de
adecuabilidad, se reportd la respuesta de la altura de la sefial que
presentd el analito en los cromatogramas y se calculd el coeficiente

de variacion.
Criterio de aceptacién
El C.V. de las respuestas analiticas obtenidas debe ser menor a 2%.
e Selectividad del método

Se analizd la no interferencia de compuestos enddgenos de la matriz
bioldgica, mediante la evaluacion de al menos 6 unidades de ésta

individualmente.

Se analizaron, también, la matriz bioldgica normal, lipémica,

hemolizada, con heparina y con EDTA.
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También se consideraron las interferencias de farmacos de uso
comun. Se evalud la influencia de la cafeina y acetaminofén,
preparando soluciones de concentracién de 100 ug/mL de cada uno.
Considerando la Cmax de la cafeina de 20 ug/mL y el acetaminofén
de 20 pg/mL** se analizd la matriz bioldgica libre de metformina por

duplicado, adicionando estas soluciones.
Criterio de aceptacién

No se debe presentar ninguna interferencia en el mismo tiempo de
retencion del analito de interés. Si existiera alguna respuesta analitica
correspondiente a interferencias préximas al tiempo de retencion,
estas deben ser menores al 20% para el limite de cuantificacién del

analito.
e Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion se determind con base en el 5% de la Cmax
de 1000 ng/mL** reportado en la literatura. Se analizaron por

sextuplicado el LC.
Criterio de aceptacién
El LC debe ser el 5% de la Cmax. Se obtuvo el C.V y el %Desviacion.
e Curva de calibracion

Se establecié el intervalo de la curva de calibracidén en funcién a las
concentraciones esperadas del analito a cuantificar durante el analisis
de muestras. Ademas se caracterizaron por lo menos seis

concentraciones distintas sin incluir las muestras blanco.

Una vez que se establecid el intervalo de la curva de calibracién se
eligi6 un modelo matematico que describiera adecuadamente la
relaciéon entre la concentracion y la respuesta, la cual fue continua y

reproducible en el intervalo de trabajo.
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Se evaluaron 3 curvas de calibracion y se incluyeron los resultados de

la concentracién recuperada y el por ciento de desviacion.
Criterios de aceptacién

Los datos de la concentracion recuperada de la curva de calibracion
deben estar dentro del 15% de la concentracion nominal en cada
nivel de concentracién, excepto para el limite inferior de
cuantificacion que puede ser menor o igual al 20%. Al menos el 75%
de las concentraciones de la curva de calibracion con un minimo de

seis puntos deben cumplir con este criterio.

Del total de las curvas que se evaluaron, al menos 50% de cada nivel
de concentracién debe cumplir con el criterio del 15% de la

concentracion nominal y 20% para el limite de cuantificacion.

Asi mismo se calculdé el error estdandar para cada nivel de

concentracién con la siguiente formula:

)
e

SE =

e Precision
Repetibilidad

Se analizaron en un mismo dia por quintuplicado las muestras control
(MCB, MCM y MCA) vy se calculd la concentracién obtenida para cada
nivel interpolando su respuesta analitica con la curva de calibracién

preparada.
Criterio de aceptacion

El C.V. del valor promedio no debe ser mayor que el 15%, excepto
para el limite de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual que
20%.
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e Reproducibilidad

Se analizaron por quintuplicado en tres corridas analiticas diferentes
y en tres dias, las muestras control (MCB, MCM y MCA). Para cada
muestra control se calculd la concentracidon recuperada interpolando

la respuesta analitica en la curva de calibracién.
Criterio de aceptacién

La adicion de otro analista o el uso de otro equipo, debe cumplir con
los criterios de reproducibilidad. ElI C.V. del valor promedio no debe
ser mayor que el 15%, excepto para el limite inferior de
cuantificacion, el cual debe ser menor o igual que 20% para métodos

cromatograficos.
e Exactitud

Con los datos de repetibilidad y reproducibilidad se calculé la
desviacion de la concentracién obtenida respecto al valor nominal

(%Desviacién) empleando la siguiente ecuacion.

%D L (concentracién nominal — concentraciéon experimental) 100
oDesviacion = — - *
concentracion nominal

Criterio de aceptacién

El valor promedio del %Desviacion no debe ser mayor que el 15%,
excepto para el limite inferior de cuantificacién, el cual debe ser

menor o igual que 20%.
e Estabilidad a corto plazo

Se determinaron las condiciones de temperatura y tiempo entre
otros, en las que el farmaco permanecié estable en la matriz
bioldgica, durante su manejo, toma de muestra, almacenamiento y

procesamiento analitico.
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Se evalud por triplicado la respuesta del analito en las muestras
control (MCB, MCM y MCA), las cuales se analizaron inmediatamente
después de su preparacion y después de ser sometidas a las

condiciones del ensayo evaluadas.

Las muestras control se interpolaron con la curva de calibracién
recién preparada y las concentraciones obtenidas se compararon

contra la concentracion nominal.
Criterio de aceptacién

La concentracion promedio de cada nivel debe estar dentro del 15%

de la concentracion nominal.
e Estabilidad a largo plazo

Se evalud la estabilidad del analito en las muestras control (MCB,
MCM y MCA), bajo las condiciones de almacenamiento en un tiempo
equivalente al que transcurre desde la obtencion de la muestra hasta

su analisis.
e Estabilidad en refrigeracion

Se evalud la estabilidad del analito en las muestras control (MCB,

MCM y MCA), después de exponerlas a 4°C durante 24 horas.
e Estabilidad temperatura ambiente (24 horas)

Se evalud la estabilidad del analito en las muestras control (MCB,
MCM y MCA), después de exponerlas a temperatura ambiente

durante 24 horas.
e Estabilidad en el automuestreador

Se evalud la estabilidad del analito en las muestras control
procesadas (MCB, MCM vy MCA) a la temperatura del

automuestreador.

Pagina | 48



e Estabilidad ciclos de congelacion-descongelacion (3 ciclos)

Se evalud la estabilidad del analito en las muestras control (MCB,
MCM y MCA), almacenadas a la temperatura de congelacién en que
estuvieron las muestras reales por al menos 12 h, se descongelaron
completamente a temperatura ambiente y nuevamente se congelaron
por al menos 12 h bajo las mismas condiciones. El nUmero de ciclos

de congelacidon-descongelacion fueron al menos de 3 ciclos.
Criterios de aceptacion

El %Desviacién de la concentracion promedio de cada nivel debe ser

menor al 15%.
e Estabilidad en solucion

Se evalud la estabilidad del analito en las muestras control (MCB,
MCM y MCA) en solucién almacenadas en refrigeracién a 4°C. El valor
promedio de la respuesta analitica de las soluciones en estudio se
comparo con el valor promedio obtenido por el analisis por triplicado

de las soluciones recién preparadas.
Criterio de aceptacién

Las soluciones seran consideradas estables si el %Desviacion de la
respuesta analitica promedio con respecto a la obtenida con muestras

recién preparadas, no es mayor que 10%.
e Efecto de dilucion

La muestra control de dilucién se realizd para el factor de dilucion
aplicado a las muestras durante el estudio. La dilucion se realizd con

la matriz bioldgica exenta del farmaco.
Criterio de aceptacion
El C.V. y el %Desviacidén obtenido de las tres muestras no deben ser

mayores al 15% de desviacidn con respecto al valor original.
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e Recobro

Se analizaron por sextuplicado las muestras control del compuesto
por analizar en la matriz bioldgica. Se compararon estos resultados
con las respuestas de soluciones del mismo compuesto en las mismas

concentraciones y en los mismos disolventes.

El recobro absoluto se obtuvo mediante la siguiente formula:

respuesta del analito en plasma
% Recobro absoluto = ( . —) * 100
respuesta del analito en solucion

Criterio de aceptacién

El recobro promedio no debe ser necesariamente del 100%, aunque
el valor obtenido debe ser constante, preciso y reproducible en los

niveles de concentracion para el analito.
e Tolerancia

Se evalud la tolerancia del método a pequefias pero deliberadas
modificaciones en el pH de la solucion buffer de NaH,PO4- H,O y se
analizaron las muestras control (MCB, MCM y MCA). Las
modificaciones consistieron en cambiar el pH del buffer en magnitud
de 3%. Se realizé esta prueba a pesar de que no esta considerada en
la NOM-177-SSA1-2013.

Criterios de aceptacion

Las modificaciones que se consideren, deben ser las que cumplan con
los criterios de exactitud y precision con un C.V. y %Desviacién

menores al 15%.
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6. Resultados
6.1 Método analitico
6.1.1 Condiciones cromatograficas

En la Tabla 9 se muestran las condiciones cromatograficas finales con
las que se realizd la validacion del método analitico para la

determinacion de metformina en plasma.

Tabla 9. Condiciones cromatograficas finales del método analitico.

Parametro Condicion
Resolve Silica
Columna 5pum, 150 mm x 3.9 mm
Filtro en linea
Fase movil NaH,PO4 - HO 10 mM; pH 7.0 : ACN
Proporcién FM 80:20%v/v
Velocidad de flujo 1 mL/min
V'olumep,de 20 pL
inyeccion
A 234 nm
Temperatura de 30°C
la columna
Temperatura de 10°C
la muestra
Tiempo de 7.5 min
retencion
T|empo de 10 min
corrida

La matriz biolégica empleada en este método analitico fue plasma
sanguineo. Se evaluaron diferentes unidades de plasma libre de
metformina, y se realizd una mezcla para ser utilizado en la

validacion.

La sefal de ruido generada de la mezcla de plasmas fue
practicamente nula y no afectdé el tiempo de retenciéon de la

metformina. Por esta razén, la sefal ruido no influyd en la resolucién
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de las sefiales cromatograficas (picos) correspondientes a este

analito.
6.2 Validacion del método analitico
e Adecuabilidad del sistema

Para dar inicié a las pruebas de la validacién del método analitico, se
realizd la prueba de adecuabilidad del sistema para cada corrida

analitica.

En la Figura 9, se muestra un ejemplo de los cromatogramas de la
evaluacion de la solucion de adecuabilidad del sistema para una
corrida analitica. La cual se prepard adicionando en un vial 190 uL de
agua + 10 pL de la solucién de 10 pg/mL para obtener una

concentracion de 750 ng/mL.

0.008+

0.006-

2 0.004

0002

0.000

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00)
Minutes

Figura 9. Adecuabilidad del sistema. Cromatograma representativo de las seis
inyecciones correspondientes al tiempo de retencion de la metformina en solucidn
de 750 ng/mL.

Los datos que se obtuvieron de estos cromatogramas se indican en la
Tabla 10. ElI C.V. de la respuesta analitica evaluada (Altura) fue de
1.19%, por lo tanto cumple con el criterio de aceptacidn, ya que este

valor fue menor al 2%.
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Tabla 10. Adecuabilidad del sistema. Datos obtenidos de las seis
inyecciones de la muestra de ADQ

.y Vol. De Tiempo de
. 7 Concentracion . - 2 Altura
Inyeccion nominal (ng/mL) inyeccion reter!C|on (uV)
(L) (min)

1 750 20 7.852 2578
2 750 20 7.850 2558
3 750 20 7.849 2567
4 750 20 7.847 2501
5 750 20 7.847 2516
6 750 20 7.846 2533
Promedio 7.849 2542.1

D.E. 0.002 30.3

C.V. (%) 0.027 1.194

e Selectividad del método

En la Figura 10, se muestran los cromatogramas correspondientes al
blanco de reactivo, el blanco de plasma, el MCM en solucion de 750
ng/mL con una altura de 2501 pV y el LC en plasma de 50 ng/mL con
un valor experimental de 50.89 ng/mL. Como se puede observar, no

se presentaron interferencias cercanas al tiempo de retencion.

0.004-]

MET

0.003;

0.002

eI A

AU

0.000]

— L B e e L e e e T e o e e e L e e e e R B o e e LA
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Minutes

Figura 10. Selectividad de método. A) CM en solucion de 750 ng/mL B) Blanco de
reactivo C) Blanco de plasma D) LC en plasma de 50 ng/mL.

Se seleccionaron dos farmacos de uso comuln para evaluar posibles
interferencias. Esto se realizd preparando una muestra de 160 uL de
plasma + 40 uL de solucién de cafeina y acetaminofén de 100 ug/mL
respectivamente. En la Figura 11, se muestran los cromatogramas

correspondientes, se puede observar que no hay interferencia
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causada por estos farmacos. El valor experimental del LC fue de
52.48 ng/mL.

0.0025—
0.0020

0.0015-]

2 0.0010 w
] =
o.ooos{gg s
] c
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0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Minutes

Figura 11. Selectividad del método. A) Cafeina en plasma Cmax 20 ng/mL B)
Blanco de plasma C) Acetaminofén en plasma Cmax 20 ng/mL C) LC en plasma
de 50 ng/mL.

Se procesé un plasma lipémico, uno hemolizado y otro en estado
normal sin la adiciéon de la metformina, de acuerdo al método de
extraccion desarrollado. En la figura 12 se observan los
cromatogramas correspondientes. Se muestra que no hubo ninguna
interferencia posterior a la extraccion del plasma lipémico vy

hemolizado. El valor experimental del LC fue de 51.32 ng/mL.
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Figura 12. Selectividad del método A) Blanco de plasma hemolizado B) Blanco de
plasma lipémico C) Blanco de plasma D) LC en plasma de 50 ng/mL.

Finalmente, se evaluaron dos anticoagulantes para determinar la
selectividad. Esta prueba se llevé a cabo adicionando 1 mL de plasma
a un tubo vacutainer con heparina y otro con EDTA, posteriormente

se tomaron 200 yL de cada uno de los plasma y se realizé el proceso
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de extraccidon. Los cromatogramas correspondientes se indican en la
Figura 13, y se observa que no hubo interferencia causada por estos

compuestos. El valor experimental del LC fue de 48.14 ng/mL.
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Figura 13. Selectividad del método. A) Blanco de plasma B) LC en plasma 50
ng/mL C) Plasma + heparina D) Plasma + EDTA.
Por lo tanto, el método analitico fue selectivo, ya que no presentd
interferencias cercanas al tiempo de retencién que fueran mayores al
20% del LC.

e Limite de cuantificacion

Para evaluar el LC de 50 ng/mL, se prepard por sextuplicado de
manera independiente la muestra correspondiente a la concentracién
del limite de cuantificacion, se analizaron y la respuesta analitica fue
interpolada en la curva de calibracién preparada en el mismo dia de
analisis. En la Tabla 11, se muestran los valores obtenidos, el C.V. y
el %Desviacion son menores al 20% por lo tanto se cumplié con el

criterio de aceptacion.
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Tabla 11. Limite inferior de cuantificacion. Datos obtenidos del
sextuplicado de muestras del LC.

Concentracion nominal 50

(ng/mL)

50.83

By _ 51.71

Concentracion experimental 50.89

(ng/mL) 52.43

48.14

55.15

Promedio 51.52

D.E. 2.30

C.V. (%) 4.46

%Desviacion 3.05

e Curva de calibracion

El intervalo de la curva de calibracién establecido fue de 50 ng/mL -
1500 ng/mL. En la Figura 14, se muestra un cromatograma

representativo de la curva de calibracién.
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Figura 14. Cromatogramas representativos de la curva de calibracién de
metformina en el intervalo de 50 ng/mL - 1500 ng/mL.

Se probaron diferentes ponderaciones matematicas hasta encontrar
la que dio un mejor ajuste, esto se realizé con el empleo del Software
Empower Pro. Se graficd la concentracion de la metformina contra la

respuesta analitica (Altura), mediante la regresién lineal y el empleo
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de la ecuacion de la recta y=mx+b, donde b es la ordenada al origen,

m la pendiente. La ponderacidén que se empleo fue 1/X°.

A  continuacion se  muestran los datos experimentales

correspondientes a las tres curvas de calibracion del método analitico.

Curva de calibracion 1

Tabla 12. Curva de calibracion 1.

con. Conc. Experimental
Nominal Altura (pV) i) % Desviacion
(ng/mL)
50 144.496 50.889 1.78
100 274.244 96.547 3.45
200 557.327 196.165 1.92
250 723.738 254.725 1.89
500 1420.58 499.945 0.01
1000 2831.663 996.509 0.35
1500 4350.362 1530.942 2.06

b=-14.35 m= 2.89 r=0.9998 r’=0.9998

Curva de calibraciéon 2

Tabla 13. Curva de calibracion 2.

conc. Conc. Experimental ,
Nominal Altura (pV) il % Desviacion
(ng/mL)

50 136.268 52.426 4.85
100 230.621 89.436 10.56
200 493.482 192.544 3.73
250 682.67 266.753 6.7
500 1264.903 495.135 0.97
1000 2543.353 996.609 0.34

1500 3981.556 1560.745 4.05

b=-22.06 m=2.63 r=0.9995 r*=0.9991
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Curva de calibraciéon 3

Tabla 14. Curva de calibracion 3.

conc. Conc. Experimental
Nominal Altura (pV) i) % Desviacion
(ng/mL)

50 110.79 48.136 3.73
100 254.122 107.851 7.85
200 466.639 196.389 1.81
250 605.418 254.206 1.68
500 1186.382 496.246 0.75
1000 2540.669 1060.465 6.05
1500 3261.006 1360.569 9.3

b=46.40 m=2.25 r=0.9950 r’=0.9901

En la Tabla 15 se muestran los valores promedio de tres curvas de
calibracién. El C.V. es menor al 15% para cada uno de los niveles,

por lo tanto cumple con el criterio de aceptacién.

Tabla 15. Curva de Calibracion. Datos obtenidos del promedio de las tres

curvas de calibracion.

ConcenFracién Promedio Error
nominal de alturas D.E. C.V. (%) estandar
(ng/mL) (HV)

50 130.52 17.57 13.46 10.15
100 253.00 21.83 8.63 12.61
200 505.82 46.59 9.21 26.90
250 670.61 60.08 8.96 34.68
500 1290.62 119.20 9.24 68.82
1000 2638.56 167.24 6.34 96.55
1500 3864.31 554.06 14.34 319.89

La curva de calibracion promedio de la concentraciéon nominal
(ng/mL) contra Altura (pV), se muestra en la Figura 15, en la cual se
una ordenada al

(R?)=0.9997 vy

obtuvo una pendiente (m)=2.5917, origen
(b)=3.3323, de

coeficiente de correlacién (R)=0.9998.

coeficiente determinacion un
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Figura 15. Curva de calibracion promedio. Concentracién nominal
(ng/mL) vs Altura (uV) promedio de las tres curvas. b=3.3323;

m=2.5917; R*=0.9997

Identidad de la recta

La concentracion recuperada promedio de las tres curvas de
calibracién se indica en la Tabla 16. El C.V. y el %Desviacion en todos
los niveles de la curva de calibracion fue menor al 15%, por lo tanto

cumple con el criterio de aceptacion.

Tabla 16. Identidad de la recta. Datos obtenidos del promedio de las tres

curvas de calibracion.

ConcenFracién Conceptracién CV. - Error
nominal experimental | D.E. (%) %Desviacion | | e 4o
(ng/mL) (ng/mL)

50 50.48 2.17 4.31 0.96 1.25
100 97.94 9.29 9.48 2.06 5.36
200 195.03 2.16 1.11 2.48 1.25
250 258.56 7.10 2.75 3.42 4.10
500 497.11 2.52 0.51 0.57 1.45
1000 1017.86 36.90 3.62 1.79 21.30
1500 1484.09 108.00| 7.28 0.01 62.35

La curva de calibracion promedio de concentracion nominal (ng/mL)
contra concentracion recuperada (ng/mL), se muestra en la Figura
16, en la que se obtuvo una pendiente (m)=0.996, una ordenada al
origen (b)=2.2084, coeficiente de determinaciéon (R?)=0.9996 y un

coeficiente de correlacién (R)=0.9997.
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Figura 16. Identidad de la recta. Concentracién nominal (ng/mL) vs
Concentracion recuperada promedio (ng/mL). b= 2.2084; m=0.996;
R?=0.9996

Por lo tanto la curva de calibracion promedio cumplié con los criterios
de aceptacion y es adecuada para la cuantificacion en este método

analitico en el intervalo de 50 ng/mL-1500 ng/mL.

e Precision y exactitud
Repetibilidad

En la Tabla 17, se muestran los datos obtenidos de la cuantificacidn

del quintuplicado de muestras control para determinar Ila
repetibilidad. El C.V. de los tres niveles de concentracién fue menor al
15%, por lo tanto el método analitico cumple con este parametro, ya
que proporciond resultados sucesivos que no tienen grandes cambios
bajo las mismas condiciones de trabajo en un mismo dia de analisis.
Tabla 17. Repetibilidad. Datos obtenidos del quintuplicado de las muestras
control para la determinacion de la repetibilidad.

Concentracion nominal 150 750 1250
(ng/mL)
171.47 743.35 1307.22
150.02 758.38 1169.57
Concentracion experimental 169.42 665.70 1189.61
(ng/mL) 146.33 759.39 1194.11
156.44 705.69 1278.25
Promedio 158.74 726.50 1227.75
D.E. 11.31 40.35 60.90
C.V. (%) 7.12 5.55 4.96
%Desviacion 5.83 3.13 1.84
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Reproducibilidad

En la Tabla 18, se muestran los datos obtenidos de la cuantificacidon
del quintuplicado de muestras control en tres dias diferentes para
determinar la reproducibilidad. El coeficiente de variacién obtenido en
los tres niveles de concentracién fue menor al 15%, esto indica, que
el método fue reproducible ya que proporciond resultados que no
tienen grandes cambios en diferentes condiciones de trabajo y en

dias diferentes de analisis.

El %Desviacién en las muestras control fueron menores al 15%, lo
que indica que el método es exacto ya que existe un alto grado de

concordancia entre el valor nominal y el valor experimental.

Tabla 18. Reproducibilidad y exactitud. Datos obtenidos del quintuplicado
de las muestras control en tres dias diferentes.

Concentraciéon nominal 150 750 1250
(ng/mL)
154.89 709.84 1414.48
Dia 1 157.93 805.19 1236.05
Concentracion experimental 159.31 840.92 1222.10
(ng/mL) 166.37 792.86 1275.26
164.62 833.47 1255.72
Dia 2 149,91 748.69 1179.51
Concentracidon experimental 149.27 803.20 1259.60
(ng/mL) 148.85 697.53 1212.35
152.13 715.64 1079.67
144.54 725.54 1162.49
Dia 3 171.47 743.35 1307.22
Concentracidon experimental 150.02 758.38 1169.57
(ng/mL) 169.42 665.70 1189.61
146.33 759.39 1194.11
156.44 705.69 1278.25
Promedio 156.10 753.69 1229.07
D.E. 8.56 52.21 76.81
C.V. (%) 5.48 6.93 6.25
%Desviacion 4.07 0.49 1.67

Por lo tanto el método analitico fue preciso y exacto en el intervalo de
50 ng/mL-1500 ng/mL.

Pagina | 61




e Estabilidad
Estabilidad a corto plazo

Se determind la estabilidad a corto plazo del método analitico. En la
Tabla 19, se muestran los datos obtenidos después de procesar y
cuantificar los tres niveles de concentraciones correspondientes a las

muestras control en las condiciones de trabajo normales.

El C.V. y el %Desviacién son menores al 15% para los tres niveles
de concentracién, lo que indica que las muestras fueron estables en
el periodo normal de procesamiento, desde la preparacion de la curva
de calibracion hasta la preparacion de las muestras control ya que los
valores experimentales tienen un alto grado de concordancia con los

valores nominales.

Tabla 19. Datos obtenidos en la prueba de estabilidad a corto plazo.

Concentracion

nominal (ng/mL) 150 750 1250

Tiempo Cero

Promedio 144.22 726.40 1240.33
D.E. 9.94 16.30 37.01
C.V.% 6.89 2.24 2.98
%Desviacion 3.85 3.15 0.77

Estabilidad a largo plazo

En la Tabla 20, se indican los valores respectivos a la evaluacion de la
estabilidad a largo plazo. Obteniendo C.V. y un %Desviacion menores
al 15%, por lo tanto se determindé que la metformina en plasma es

estable hasta 49 dias que estuvieron las muestras en congelacién.
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Tabla 20. Datos obtenidos en la prueba de estabilidad a largo plazo.

Concentracion nominal

(Tl 150 750 1250
Tiempo cero

Promedio 143.81 724.16 1157.93
D.E. 3.49 16.04 47.95
C.V. (%) 2.43 2.22 4.14

49 dias

Promedio 130.93 729.00 1245.84
D.E. 15.40 23.87 108.53
C.V. (%) 11.76 3.27 8.71
%Desviacion 8.95 0.67 7.59

Estabilidad a 4°C durante 24 h.

En la Tabla 21 se muestran los datos para la determinacion de la
estabilidad de la metformina en plasma a 4°C durante 24 horas.
Como se puede observar, el C.V. y el %Desviacion fueron menores al
15%, por lo tanto las muestras control bajo estas condiciones son

estables.

Tabla 21. Datos obtenidos en la prueba de estabilidad a 4°C durante 24 h.

Concentracion
nominal (ng/mL) 80 /88 25
Tiempo Cero

Promedio 144.22 726.40 1240.33
D.E. 9.94 16.30 37.01
C.V. (%) 6.89 2.24 2.98

24 h

Promedio 142.56 767.96 1303.26
D.E. 1.88 29.15 38.07
C.V. (%) 1.32 3.80 2.92
%Desviacion 1.15 5.72 5.07
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Estabilidad a temperatura ambiente

Se determiné la estabilidad de la metformina en plasma a
temperatura ambiente durante 24 horas, en la Tabla 22, se muestran
los valores obtenidos y se indica que el C.V. y el %Desviacién fueron
menores al 15%. Estos valores demostraron que hay un alto grado de
concordancia entre los valores de las muestras recién preparadas y

las sometidas a temperatura ambiente durante veinticuatro horas.

Tabla 22. Datos obtenidos en la prueba de estabilidad a temperatura
ambiente.

Concentracion nominal 150 750 1250
(ng/mL)
Tiempo Cero

Promedio 144.22 726.40 1240.32
D.E. 9.94 16.30 37.01
C.V. (%) 6.89 2.24 2.98

24 horas

Promedio 150.36 749.87 1279.41
D.E. 16.19 28.83 29.43
C.V. (%) 10.77 3.84 2.30
%Desviacion 4.26 3.23 3.15

Estabilidad en el automuestreador

Los valores de concentracién de la metformina de las muestras
control posterior al procesamiento de extraccion del plasma en el
automuestreador, se indican en la Tabla 23. Se obtuvo un C.V. y un
%Desviacion menores al 15%. Por lo tanto, las muestras control
procesadas fueron estables dentro del automuestreador hasta por 48

horas.
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Tabla 23. Datos obtenidos en Ila prueba de estabilidad en el
automuestreador.

Concentracion nominal 150 250 1250
(ng/mL)
Tiempo Cero

Promedio 149.05 739.46 1261.09
D.E. 7.21 12.71 40.63
C.V. (%) 4.84 1.72 3.22

48 horas

Promedio 157.74 805.84 1327.76
D.E. 12.55 45.72 25.73
C.V. (%) 7.96 5.67 1.94
%Desviacion 5.83 8.977 5.27

Ciclos de congelacidon-descongelacién

Por ultimo, dentro de la evaluacién de la estabilidad de la metformina
en plasma se evaluaron tres ciclos de congelacion-descongelacion. En
la Tabla 24, se observa que el C.V. y el %Desviacion fueron menores
al 15%. Las muestras soportan los tres ciclos continuos de

congelacién-descongelacion de 12 horas.

Tabla 24. Datos obtenidos en la prueba de estabilidad a tres ciclos de
congelacion-descongelacion.

Concentracion nominal
(ng/mL) 150 750 1250
Tiempo Cero
Promedio 149.05 739.46 1261.09
D.E. 7.21 12.71 40.63
C.V. (%) 4.84 1.72 3.22
Tercer Ciclo
Promedio 143.28 784.68 1285.45
D.E. 3.77 2.11 32.45
C.V. (%) 2.63 0.27 2.52
%Desviacion 3.87 6.11 1.93
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Estabilidad en solucion

En la Tabla 25, se indican los valores de las respuestas analiticas que
se obtuvieron en la determinacién de la metformina en solucion. Se
concluyé que es estable hasta 15 dias a 4°C, ya que el C.V. y el

% Desviacion fueron menores al 10%.

Tabla 25. Datos obtenidos en la prueba de estabilidad en solucién.

Concentracion nominal 150 750 1250
(ng/mL)
Tiempo cero
Promedio 334.17 1681.17 2781.00
D.E. 17.70 131.23 88.04
C.V. (%) 5.30 7.81 3.167
15 dias
Promedio 366.83 1846.00 2936.00
D.E. 10.78 109.79 211.75
C.V. (%) 2.94 5.95 7.21
%Desviacion 9.78 9.80 5.57
e Recobro

En la Tabla 26 se muestran los datos que se obtuvieron de la
comparacion de una muestra extraida y una muestra en solucién de
la misma concentracién, en este caso se utilizaron los puntos control,
la muestra en soluciéon se considera el 100% con respecto a la

extraida.
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Tabla 26. Datos obtenidos en la prueba de recobro del método analitico.

Concentracion Altura Altura
nominal Plasma Sistema Recobro %Desviacion
(ng/mL) (LV) (bv)

419 373 112.33 -12.33

435 409 106.36 -6.36

420 392 107.14 -7.14

150 508 476 106.72 -6.72
422 439 96.13 3.87

445 417 106.71 -6.71

2316 2293 101.00 -1.00
2399 2096 114.46 -14.46

2394 2252 106.31 -6.31

750 2377 2255 105.41 -5.41
2231 2304 96.83 3.17

2439 2234 109.18 -9.18

4031 4249 94.87 5.13

4166 4303 96.82 3.18

3966 4118 96.31 3.69

1250 3852 4158 92.64 7.36
3775 3619 104.31 -4.31

4069 3959 102.78 -2.78

Promedio 103.13 -3.13

Se obtuvo un promedio de 103.13%, para este parametro no existe
un criterio establecido, sin embargo, el recobro fue constante, preciso

y reproducible en los valores de andlisis.

. Efecto de dilucion

El efecto de dilucion se evalud, para aquellas muestras que no se
encontraran dentro del intervalo de la curva de calibracion de 50
ng/mL-1500 ng/mL. Por lo tanto se prepard6 una muestra de
concentracion de 2000 ng/mL y se realizd una dilucién 2:1 con
plasma libre de farmaco para obtener una concentracién final de
1000 ng/mL.
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Para preparar la muestra de 2000 ng/mL, se midieron 640 uL de
plasma libre de farmaco y se le adicionaron 160 pL de soluciéon de 10
Hg/mL, en un tubo eppendorf de 1.5 mL, de esta mezcla se midieron
100 uL, se transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 mL y se le
agregaron 100 uL de plasma libre de farmaco, se procesaron las

muestras y se analizaron.

En la Tabla 27, se muestran los datos obtenidos del triplicado de
diluciones de concentracion de 2000 ng/mL, el C.V. y el %Desviacion
fueron menores al 15% respectivamente. Por lo tanto el método
analitico es capaz de cuantificar muestras que no estan dentro del

intervalo de trabajo en proporcién 2:1.

Tabla 27. Datos obtenidos en la prueba de efecto de dilucion del método
analitico.

Muestra ancentraaon %Desviacion
experimental (ng/mL)

Dilucion 1 1817.07 9.15
Dilucion 2 1832.60 8.37
Dilucion 3 1989.65 0.52
Promedio 1879.77

D.E. 95.47
C.V. (%) 5.08

e Tolerancia

Se probo la tolerancia del método analitico a cambios en el pH de 7.0
+ 0.3 de la solucidon amortiguadora de NaH,PO,4 - H,O. Para tal efecto
se prepararon 500 mL de solucién amortiguadora de NaH,PO,4 - H,0 a
una concentracion 10 mM y se ajusto el pH a 6.7 y 7.3. Finalmente se
prepard la FM en proporcion 80:20 (%v/v). Se procesd una curva de
calibracidon y las muestras control por triplicado y se inyectaron las

condiciones normales y posteriormente con la FM con cambios de pH.

En la Tabla 28 y Tabla 29, se observan que el C.V. en los niveles de

concentracion de las muestras control es menor al 15% y que existe
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un alto grado de concordancia entre los valores en condiciones
normales (pH 7.0) y los valores con cambio de pH, ya que él

%Desviacion es menor al 15%.

Tabla 28. Datos obtenidos en la prueba de tolerancia del método analitico a
un cambio de pH de 6.7 de la solucion amortiguadora de NaH,PO,,

Concentracion nominal 150 750 1250
(ng/mL)
Condiciones normales: FM, pH 7
, _ | 159.94 757.00 1241.84
Concentracion experimenta 152 71 735.87 1228.02
(ng/mL)
146.89 754.43 1249.17
Promedio 153.18 749.10 1239.67
D.E. 6.54 11.53 10.74
C.V. (%) 4.27 1.54 0.87
Cambio de pH 6.7
., ) | 162.83 746.29 1233.69
Concentracion experimenta 159 11 238.52 1242 57
(ng/mL)
152.06 748.75 1243.84
Promedio 158.00 744.52 1240.03
D.E. 5.47 5.34 5.53
C.V. (%) 3.46 0.72 0.45
%Desviacion 3.14 0.61 0.03
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Tabla 29. Datos obtenidos en la prueba de tolerancia del método analitico a
un cambio de pH de 7.3 de la solucion amortiguadora de NaH,PO,,

Concentracion nominal 150 750 1250
(ng/mL)
Condiciones normales: FM, pH 7
- _ 159.94 757.00 1241.84
Concentracion experimental 152.71 735 .87 1228.02
(ng/mL)
146.89 754.43 1249.117
Promedio 153.18 749.10 1239.67
D.E. 6.54 11.53 10.74
C.V. (%) 4.27 1.54 0.87
Cambio de pH 7.3
., _ | 158.31 783.58 1278.63
Concentracion experimenta 159 21 761.82 1273.95
(ng/mL)
152.39 783.30 1305.05
Promedio 156.63 776.23 1285.88
D.E. 3.70 12.49 16.77
C.V. (%) 2.37 1.61 1.30
%Desviacion 2.25 3.62 3.73

Esto indica que el método tolera cambios de pH de la solucién
amortiguadora de NaH,PO4 - H,O, y que dicho cambio solo afecta en
el tiempo de retencién de la metformina, como se muestra en la
Figura 17, en la que a pH 6.7 el tiempo de retencion es menor y a pH

de 7.3 es mayor.
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Figura 17. Tolerancia del método analitico A) pH 6.3 B) pH 7 C) 7.3
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7. Discusion

Los métodos desarrollados para cuantificar analitos deben arrojar
resultados confiables y adecuados para su finalidad ya que muchas de
las decisiones que se toman estan basadas en la informacidén que
estos datos proporcionan. Para tal efecto, se hace uso de la

validacion.

En la presente tesis, se desarrollé y validdo un método analitico para la
determinacién de los niveles plasmaticos de metformina de acuerdo a
lo indicado en la norma NOM-177-SSA1-2013. Aunque existen
diversos métodos descritos en la literatura para la cuantificacion de
este analito, estos difieren de acuerdo al propdsito del estudio para el
que fueron desarrollados y a las herramientas que posee cada

laboratorio.

El método analitico que se expone, se basd en el método de Ching-
Ling Cheng?®, con las modificaciones correspondientes de acuerdo a
la infraestructura del laboratorio de la Unidad de Investigacion en

Farmacologia del INER.

En primer lugar se desarrollé un método de extraccién para obtener
la metformina del plasma. Debido a la alta polaridad que presenta
esta molécula, no permitié que fuera sencilla su extraccién utilizando
Unicamente disolventes organicos. En consecuencia, el procedimiento
de extraccion desarrollado partido de dos procesos, el primero de una
precipitacion de proteinas con acetonitrilo, seguido de una extraccién

liquido-liquido con diclorometano.

La gran ventaja que presentd la precipitacién de proteinas con
acetonitrilo fue que removid la mayor parte de sustancias enddgenas
del plasma, esto debido a que el acetonitrilo presenta menor
constante dieléctrica que el agua lo que provoco un incremento de las
fuerzas de atracciéon entre las cargas opuestas disminuyendo la

solubilidad, lo que permitié que se formaran agregados proteicos que
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precipitaron; y con la extraccion liquido-liquido, el cloroformo separé
el acetonitrilo de la fase acuosa para poder cuantificar la metformina.
Realizar estos procesos permitido que el tiempo de retencién de este
analito fuera relativamente corto (7.5 min), y que ademas no
presentara interferencias cercanas que se atribuyeran a

componentes del plasma.

Se empled una columna de fase normal, en la literatura se encontré
que la mayoria emplea columnas de fase reversa, tales como las

8173839 y también hacen uso de pre-columnas.’® La

columnas C-1
diferencia en el tipo de columnas hace que las condiciones
cromatograficas sean variables, desde la composicién de la fase

movil, la solucién amortiguadora y la temperatura de esta.

A pH de 7, la metformina se encuentra en su especie catidnica e
interacciona con los grupos silanol que conforman el material de
empaquetamiento de la columna Resolve Silica. Como es una
columna de fase normal, las moléculas de metformina tienen mayor
afinidad por interactuar con la fase estacionaria, sin embargo, al
hacer que la fase movil fuera mas polar el tiempo de elucion fue

menor.

Otra de las condiciones primordiales fue la longitud de onda, en este
método, se eligié una A = 234 nm. Con respecto a otros métodos este

parametro difiere de los 230-256 nm.

Este método no cuenta con estandar interno, pero en la literatura
esta reportado que se puede emplear fenitoina'’, propanolol’ y
atenolol®®. A pesar de que la norma no pide que el método deba
contener un estandar interno como prueba determinante, la funcion
de este, era compensar los errores sistematicos al colocarlo en una
concentracidon constante en la curva de calibracidon y muestras control
para representar la razén entre la sefial del analito y la del E.I. como

funcion de la concentracion del analito.
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Una vez que se encontraron las condiciones cromatograficas
apropiadas, se probaron diferentes unidades de plasma, y se realizé

una mezcla de estas para comenzar con la validacién.

Se aseguro6 el adecuado funcionamiento del sistema cromatografico
constituido por el cromatdgrafo, el detector UV, la columna, el filtro
en linea y la fase mévil. Para este fin, el parametro de adecuabilidad
que se realizo al inicio de cada corrida analitica, permitio establecer el
criterio para proceder a cada una de las pruebas de validacion del

meétodo analitico.

Se comprobd que el método propuesto fue apto para la determinacion
de metformina en muestras de plasma, ya que no se observaron
sefiales de interferencia de componentes enddgenos debidos al
plasma normal, hemolizado y lipémico. También se demostré que la
cafeina, el acetaminofén, la heparina y el EDTA no interfieren en el

tiempo de retencion de la metformina.

Se realiz6é una validacion parcial ya que hubo un cambio en el método
analitico por el procesamiento de las muestras, ya que las
condiciones de la curva de calibracion se tuvieron que modificar para
cumplir con el criterio que establece la norma NOM-177-SSA1-2013
sobre el porcentaje de disolvente, que no debe ser mayor al 5% del
volumen final preparado, por lo tanto se evalud la curva de
calibracion, precisidén, exactitud, limite de cuantificacion y efecto de

dilucidn.

El intervalo de la curva de calibracidon establecido fue de (50-1500)
ng/mL y por tanto el limite de cuantificacion fue de 50 ng/mL. En
comparacién con otros métodos reportados, se encontraron intervalos
de (1250-2500) ng/mL'’, (10-2000) ng/mL>3® y (62.5-4000) ng/mL>".
La diferencia se atribuye a la Cmax reportada de la metformina que

esta determinada por las dosis administradas.

Pagina | 73



Las pruebas de precision y exactitud son indispensables en la

validacién de un método analitico, en esta norma se establecié que el

C.V. y el %Desviacion tienen que ser menores al 15% para aceptar

los parametros.

En la Tabla 30 se muestra las condiciones de almacenamiento en las

que se evalud la estabilidad de la metformina en plasma.

Tabla 30. Condiciones De estabilidad experimentales

Muestra

Contenedor Tiempo | Temperatura
procesada
Condiciones . Viales para
normales** S HPLC Waters 1h 25°C
Tubos-
En refrigeracién* No Eppendorff de 24 h 4 °C
1.5 mL
. Viales para o
Automuestreador** Si HPLC Waters 48 h 25 °C
Temperatura Tubos-
ambiente* No Eppendorff de 24 h 25 °C
1.5 mL
Ciclos de Tubos- 3ec|él/oDs
congelacién- No Eppendorff de de 12 h -80 °C
descongelacion* 1.5 mL <
cada uno
Tubos-
Congelacion* No Eppendorff de | 49 dias -80 °C
1.5 mL

*Las muestras control de calidad se procesaron posterior a almacenarlas en estas condiciones para

determinar la estabilidad.

**| as muestras control de calidad se procesaron y se almacenaron en estas condiciones para determinar

la estabilidad.

En la Tabla 31 se

indican

las condiciones de almacenamiento

reportadas en la literatura a las cuales la metformina es estable.>®
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Tabla 31. Condiciones de estabilidad reportadas en la literatura.

NlLEstie Contenedor Tiempo | Temperatura
procesada
Ciclos de Tubos- 2 ciclos
congelacién- No Eppendorff de de C/D -10 °C
descongelacion 1.5 mL
Temperatura Tubos-
pe No Eppendorff de 48 h 25 °C
ambiente
1.5 mL
. Viales para o
Automuestreador Si HPLC 72 h 25 °C
Temperatura . Viales para °
ambiente Si HPLC 72h 25 °C
Tubos 5 meses -10 °C
- _ o
Congelacién No Eppendorff de 8 meses 20 °C
8 meses -30 °C
1.5 mL =
2 anos -80 °C

No se indica la estabilidad en soluciéon, pero en este estudio se
demostré que la metformina es estable durante 15 dias en agua

como disolvente.

El recobro determinado en este método fue de 103.13%. En otros
métodos, estan reportados valores de 76%3°, 97%3’ y 93.7%’. Como
supone, existe gran variabilidad entre los resultados de este
parametro, esto es consecuencia principalmente del proceso de
extraccion de la metformina en plasma, ya que de este depende
cuanto se recupere del analito y también, de las condiciones

cromatograficas en cada uno de estos métodos.

No obstante, la norma NOM-177-SSA1-2013, no solicita determinar el
recobro, aunque es un parametro que permite evaluar que durante la
validacion y el analisis de muestras los resultados sean constantes,

precisos y exactos, independientemente que no sea del 100%.*

De acuerdo al intervalo de la curva de calibracion, se propuso la
concentracidon para realizar el efecto de dilucidon, en este caso, se
empled una dilucion 2:1 considerando una muestra de concentracion

de 2000 ng/mL. El C.V. y el %Desviacién fueron menores al 15%, por
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lo tanto fue adecuado. Con respecto a lo indicado en la literatura, los
valores son variables porque cada uno presenta un intervalo en la

curva de calibracion diferente.

Finalmente se evalud la tolerancia del método analitico, y se concluyé
que el método tolera cambios en el pH de la solucién amortiguadora
de NaH;PO; - H,O de 6.3 y 7.3. Es importante indicar que la
tolerancia no es un parametro que se deba evaluar a efecto de la
norma NOM-177-SSA1-2013, sin embargo, indica la capacidad del
método analitico para obtener resultados precisos y exactos ante
variaciones pequenas en las condiciones de trabajo que van a indicar

la confiabilidad en condiciones normales.*!
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8. Conclusion

Se desarrolld y se optimizé un método analitico para la determinacién
de los niveles plasmaticos de metformina por HPLC-UV, mediante la
extraccion por precipitacion de proteinas y una extraccion liquido-

liquido.

La validaciéon se llevd a cabo, de acuerdo a lo descrito en la norma
NOM-177-SSA1-2013, complementando con las pruebas de tolerancia

y recobro indicadas en la NOM-177-SSA1-1998.

El método analitico es selectivo para la metformina ya que no
presentd interferencias para su determinacién en su interaccion con

algunos farmacos de uso comun y en estado hemolizado y/o lipémico.

El método analitico validado cumple con la curva de calibracién, es
exacto y preciso en el intervalo de 50 ng/mL-1500 ng/mL para la
metformina. Con un limite de cuantificacion de 50 ng/mL y un

recobro promedio de 103.13%.

Asi mismo, satisface las condiciones de estabilidad en plasma y en

solucion.

El método validado cumple con los criterios de la NOM-177-SSA1-
2013, por lo que es un método confiable que puede ser utilizado para
estudios  farmacocinéticos, de monitoreo  terapéutico, de
bioequivalencia o en cualquier estudio en el que se requiera

determinar las concentraciones de metformina en plasma.
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