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Cuantificacion sanguinea de
metformina y glibenclamida para
endocrinologia pediatrica

RESUMEN

Antecedentes: el empleo de farmacos antidiabéticos, como la metformi-
nay la glibenclamida, para el tratamiento y control de obesidad infantil,
resistencia a insulina y diabetes mellitus tipo Il en nifios y adolescentes,
ha obligado a determinar las concentraciones plasmaticas de dichos
farmacos para ajustar correctamente las dosis.

Objetivo: establecer y validar un método de cromatografia liquida de
alto desempefio con espectrofotémetro (UPLC-UV) para cuantificar
metformina y glibenclamida en sangre total.

Materiales y métodos: se emplearon Gnicamente 0.1 mL de sangre
y ambos farmacos se extrajeron por precipitacién con metanol. La
cuantificacion se llevé a cabo con fase mévil de fosfato de potasio
monobadsico (KH,PO,) 0.1 M, pH = 6.5, dodecilsulfato sédico (SDS)
4.6 mM Yy acetonitrilo (63:7:30) a 0.8 mL/min en una columna VARIAN
Pursuit® C8 150 x 3.9 mm a 40°C, a 236 nm.

Resultados: el método permitié medir de 20 a 600 nanogramos de
metformina y de 100 a 2 000 nanogramos de glibenclamida por milili-
tro de sangre. Ambos farmacos son fisicoquimicamente estables en las
muestras sanguineas hasta por 30 dias a 4°C.

Conclusion: el método propuesto permite cuantificar metformina y
glibenclamida en muestras de pacientes peditricos como apoyo al
clinico para vigilar el apego al tratamiento, la biodisponibilidad y los
perfiles farmacocinéticos.

Palabras clave: metformina, glibenclamida, UPLC-UV, sangre total,
pediatria, endocrinologfa.

Quantification of metformin and
glyburide in blood for paediatric
endocrinology

ABSTRACT

Background: The recent use of antidiabetic drugs such as metformin and
glyburide for the treatment and control of childhood obesity, insulin
resistance and type Il diabetes mellitus in children and adolescents, has
encouraged physicians to determine plasma levels of these drugs for
the right dose adjustment.
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Objective: To implement and validate a UPLC-UV method to quantify
metformin and glyburide in blood samples.

Materials and methods: Only a 0.1 mL-volume blood sample was used.
Both drugs are removed by precipitation with methanol. Quantitation
was carried out with mobile phase of 4.6 mM potassium phosphate
monobasic (KH,PO,) 0.1 M pH = 6.5, sodium dodecy! sulphate (SDS)
and acetonitrile (63:7:30), at 0.8 mL/min through a VARIAN Pursuit®
C8 150 x 3.9 mm column at 40°C, 236 nm.

Results: The method allows the measurement of 20 to 600 nanograms of
metformin and from 100 to 2 000 nanograms of glyburide per milliliter
of blood. Both drugs are physicochemically stable in blood samples for
up to 30 days at 4°C.

Conclusion: Our method allows quantification of metformin and gly-
buride in paediatric blood samples, to support the clinicians to monitor
treatment compliance, bioavailability and pharmacokinetic profiles.

Key words: Metformin, glyburide, UPLC-UV, whole blood, paediatrics,
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endocrinology

INTRODUCCION

Recientemente se ha registrado aumento en la
frecuencia de la obesidad infantil, lo que ha con-
tribuido al incremento de nifios y adolescentes
con trastornos endocrinos, sobre todo de vias
anabdlicas.! Estos problemas clinicos afectan
tanto a paises desarrollados como en vias de
desarrollo, de todos los grupos socioeconémicos
e independientemente de la edad, el género o
grupo étnico, por lo que mas de 22 millones de
ninos menores de 5 anos son obesos y uno de
cada 10 tiene sobrepeso.??

Con el objetivo de prevenir el desarrollo de tras-
tornos endocrinos irreversibles, como la diabetes
mellitus tipo Il, y ofrecer una mejor calidad de
vida a los nifios con obesidad, se ha instaurado
un tratamiento farmacolégico como apoyo a las
medidas higienicodietéticas y fisicas.**

La metformina es el farmaco mas utilizado debido
a su accion antihiperglucemiante’ y a que resta-

blece los valores normales de lipidos en la sangre;
es también un auxiliar para el control del peso.?
Por otro lado, la glibenclamida es una sulfonilurea
que se utiliza con frecuencia en combinacion con
metformina para el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo Il en pacientes adultos y, aunque
su uso pediatrico es limitado debido a su accién
directa sobre el pancreas,® en Gltimas fechas se ha
tenido que emplear en endocrinologia pediatrica
para lograr el mejor control de la glucemia.

La aparicién de los trastornos metabdlicos de-
rivados de la obesidad a edades cada vez mas
tempranas ha obligado a los clinicos a emplear
estos farmacos antidiabéticos que, hasta hace
algunos anos, s6lo se usaban en adultos. Es por
ello que en México aldn no existen presenta-
ciones pediatricas comerciales de metformina,
glibenclamida o su combinacién, por lo que
dichos farmacos se prescriben a menudo en
dosis individualizadas ajustadas mediante la
fragmentacion o disolucién de los comprimidos
comercializados para pacientes adultos.
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Esta situacion motivé a los endocrinélogos del
Instituto Nacional de Pediatria a buscar una
manera de contar con evidencia objetiva de
que las dosis ajustadas para los pacientes pe-
diatricos originan concentraciones plasmaticas
adecuadas de metformina, glibenclamida, o de
ambas. El objetivo de este estudio fue adaptar
y validar cientificamente un procedimiento
quimico analitico por cromatografia liquida de
alto desempeno con espectrofotémetro (UPLC-
UV, por sus siglas en inglés) para cuantificar
metformina y glibenclamida, simultdneamente,
en una misma muestra de sangre heparinizada.
Se empled un volumen muy pequefio de sangre
total como herramienta de apoyo al clinico para
determinar las concentraciones sanguineas de
ambos farmacos y para confirmar que se alcan-
zan concentraciones terapéuticas, de tal manera
que el clinico sea capaz de ajustar las dosis de
tales farmacos de forma personalizada.

MATERIALY METODOS
Reactivos

Los estandares de metformina, glibenclami-
da, ranitidina, salicilamida, dextrometorfano,
nimesulida, dcido acetilsalicilico, paraceta-
mol, mebendazol, metronidazol, naproxeno,
propafenona, verapamilo, captopril y ciclofos-
famida fueron de grado ultrapuro, siguiendo la
recomendacion de la Farmacopea de Estados
Unidos (USP). El acetonitrilo, grado HPLC y el
metanol grado reactivo, fueron adquiridos de JT
Baker® (Xalostoc, México). Fosfato de potasio
monobdsico de Merck® (Naucalpan, México) y
dodecilsulfato sédico (SDS) de Amresco® (So-
lon, Ohio). El agua bidestilada para elaborar las
soluciones y reactivos se obtuvo de un sistema
Milli-Q (Millipore, Molsheim, Francia).

Se elabor6 una solucién inicial de clorhidrato de
metformina 1 mg/mL en agua bidestilada, a partir
de la cual se hicieron diluciones subsecuentes a
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20, 40, 100, 200, 400 y 600 ng/mL, que fueron
las concentraciones de la curva patrén para
cuantificar ese farmaco. Las concentraciones
problema (concentraciones control) baja, media
y alta, fueron 30, 150 y 500 ng/mL, respectiva-
mente, que corresponden a 3 puntos intermedios
de la curva patrén que se emplean en la vali-
dacion del método porque permiten evaluar la
exactitud y precisién del mismo. Para cuantificar
la glibenclamida se prepar6 una solucién inicial
de 1 mg/mL y la curva de calibracién tuvo los
siguientes puntos: 100, 200, 400, 600, 1 000
y 2 000 ng/mL, asi como los puntos de control
300, 900 y 1400 ng/mL; el estandar externo fue
ranitidina (5 mg/mL). La curva de calibracion de
ambos farmacos se prepar6 con 80 pL de sangre
total heparinizada, 5 pL de metformina y 5 pL
de glibenclamida.

Para la construccién de las curvas de calibracion
se tuvieron en cuenta los valores de concentra-
cion plasmatica de 1 800 ng/mL para metformina
a 2 550 mg por via oral y 100 ng/mL para gliben-
clamida, a dosis de 5 mg por la misma via. Las
curvas de ambos farmacos se calcularon para do-
sis hasta cinco veces menores a las empleadas en
adultos para que fueran de utilidad en pediatria.

Extraccion de metformina y glibenclamida a
partir de sangre total

Para este proceso se emple6 un volumen de
s6lo 0.1 mL de sangre total que se colocé en
un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se afia-
dieron 50 pL de acetonitrilo. Se mezclaron en
agitador de toque (vértex) durante 1 minuto; se
anadié 1T mL de metanol y se volvié a mezclar
en vortex por 1 minuto. La mezcla se centrifugd
10.000 rpm durante 5 minutos. La fase organica
se transfirié a otro tubo y se evaporé a sequedad
a 40°C bajo corriente de aire. El residuo se re-
constituyd con 50 pL de fase movil, se afiadieron
10 pL del estandar externo (ranitidina 5 mg/mL)
y se mezclé en vortex por 30 segundos. De
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esta mezcla se inyectaron 10 pL al sistema de
cromatografia liquida de alto desempefio con
espectrofotometro.

Condiciones cromatograficas

Se empled un equipo de cromatografia liquida
de alto desempefio con espectrofotometro
(UPLC-UV) marca Acquity® (Waters Co., Mil-
ford MA, EE.UU). La separacién se llevd a
cabo en una columna VARIAN Pursuit® C8
150 x 3.9 mm. La velocidad de flujo fue 0.8 mL/
min. La columna y el inyector automatico se
mantuvieron a 40°C. En estas condiciones, los
tiempos de retencion para metformina, ranitidi-
nay glibenclamida fueron 2, 2.4y 6.7 minutos,
respectivamente (Figura 1).

La fase movil fue KH,PO,, 0.1 M, pH = 6.5, do-
decilsulfato sédico (SDS) 4.6 mM y acetonitrilo
en proporcién 63:7:30, recién elaborada para
cada sesion analitica. La deteccion se realiz a
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“_hNwhroN®O

Absorbancia (UA)

COooo 0
o N> o

Volumen 35, Ndim. 5, septiembre-octubre, 2014

236 nm. Los datos fueron analizados utilizando
el software Empower® 2.0 (Waters, Inc.).

Validacion del método

Se llevé a cabo de acuerdo con los criterios de
las directrices nacionales oficiales mexicanas,
que estan en conformidad con las internacio-
nales (NOM 177-SSA1-2013, FDA y EMEA). La
linealidad del método, dada por la repetibilidad
y reproducibilidad, se determiné por r? > 0.9,
del promedio de 6 curvas de calibracién y com-
paracion de las desviaciones estandar, como lo
establece la Norma Oficial.

Las variabilidades intradia e interdia se determi-
naron cuantificando las concentraciones control
a partir de la curva de metformina y glibencla-
mida. La selectividad, estabilidad, limite de
cuantificacion y Iimite de deteccion del método
también se evaluaron, asi como la recuperacion
absoluta de ambos farmacos.

0.4 G
0.3
0.2
0.1 U
0

010 05 1 15 2 25 3 35 4 45

5 55 6 65 7 75 8 8.5 9

Tiempo (min)

Figura 1. Cromatograma representativo que muestra los tiempos de retencién para: M, metformina (2 minutos);
R, ranitidina (2.4 minutos) y G, glibenclamida (6.7 minutos).
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RESULTADOS

Para cuantificar metformina y glibenclamida
simultdneamente en una muestra muy pequefia
de sangre (microvolumen) se ha establecido y
validado un método de cromatografia liquida de
alto desempeno con espectrofotémetro sensible,
preciso y exacto que demostrd ser adecuado
para analizar las concentraciones de sangre de
ambos farmacos. Se pusieron a prueba diferentes
disolventes, proporciones y mezclas para lograr
la mejor extraccion a partir de la sangre total y,
finalmente, el procedimiento mas adecuado fue
la precipitacién de los farmacos con acetonitrilo
y metanol.

Los datos de exactitud y precision (variaciones
intra- e interdia, respectivamente) se muestran
en el Cuadro 1. La variabilidad intradia se
obtuvo mediante el andlisis de cinco series de
control de calidad para ambos farmacos pro-
bados y la variabilidad interdia se evalué a las
seis series de cada control de calidad durante
tres dias consecutivos. En ambos ensayos no se
observaron diferencias significativas entre los
valores nominales de ambos farmacos en las tres
concentraciones, calculados a partir de la curva
de calibracion. Por norma oficial se aceptaron
determinaciones con un coeficiente de variacion
menor o igual a 15%.

El método analitico fue lineal en un intervalo
de 20 a 600 ng/mL para metformina y de 100
a 2 000 ng/mL para glibenclamida, con coefi-
cientes de correlacion r =0.9989 y r = 0.9996,
respectivamente (Cuadro 1). Para destacar que
nuestro método es selectivo para los tres far-
macos probados (metformina, glibenclamida y
ranitidina) y que no interfieren otros farmacos
en su evaluacion se inyectaron distintos far-
macos de prescripcion comin en pediatria y
a las concentraciones esperadas: salicilamida,
dextrometorfano, nimesulida, acido acetil sali-
cilico, paracetamol, mebendazol, metronidazol,
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Cuadro 1. Parametros de validacion

Linealidad Intervalo Coeficiente
Metformina 20-600 ng/mL r=0.9989
Glibenclamida 100-2000 ng/mL r=0.9996
Exactitud Media + SD* (ng/mL)  C.V. (%)
Metformina 30 30.94 + 0.56 1.8
150 143.25 +4.76 3.3
500 473.65 £ 18.17 3.8
Glibenclamida 300 299.21 +8.79 2.9
900 902.81 + 25.98 2.8
1400 1411.73 +£23.82 1.7
Precision Media + SD* (ng/mL)  C.V. (%)*
Metformina
a) Intradia 30 30.04 + 0.23 0.8
(Reproducibi- 150 148.55 + 2.77 1.9
lidad)
500 487.82 +19.44 4.0
a) Interdia 30 30.32 £0.39 1.3
(Repetibili- 150 147.51 £ 4.70 3.2
dad)
500 482.46 = 19.91 4.1
Glibenclamida
a) Intradia 300 298.67 = 2.61 0.9
(Reproducibi- 900 897.47 + 3.47 0.4
lidad)
1400 1397.31 = 14.45 1.0
b) Interdia 300 296.71 £ 5.78 1.9
(Repetibili- 900 898.05 + 4.03 0.5
dad)
1400 1387.57 +28.24 2.0
Recuperacion Media = SD* (ng/mL) Recupera-
absoluta cion (%)*
(n = 3 series)
Metformina 30 26.61 +2.10 88.7
150 129.43 £ 1.75 86.3
500 430.86 + 5.86 86.2
Glibenclamida 300  289.92 + 11.41 86.6
900 761.49 + 10.27 84.6
1400 1245.57 =+ 9.64 88.9

*Determinado por la ecuacién de regresion lineal.

fCV= (Coeficiente de variacion: desviacion estindar/media)
x 100.

*Recuperacion = (concentracion calculada/concentracién
inyectada) x 100.

naproxeno, propafenona, verapamilo, captopril,
ciclofosfamida. Unicamente la salicilamida in-
terfirié con la metformina (datos no mostrados).
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La recuperacion absoluta se determiné mediante
el porcentaje de farmaco recuperado después
del procedimiento de extracciéon, comparando
la concentracion del farmaco extraido con las
mismas concentraciones del farmaco en solu-
cion. La recuperacion fue de cerca de 86% para
ambos farmacos (Cuadro 1).

El Iimite de cuantificacion para la metformina fue
de 20 ng/mL y de 100 ng/mL para la glibencla-
mida. El limite de deteccién para la metformina
fue de 5 ng/mL (proporcion sefial-ruido > 3) mien-
tras que para la glibenclamida fue de 25 ng/mL.
Las muestras sanguineas se pueden congelar y
descongelar hasta tres veces, con recuperacion
media de 89% de metformina y 90% de gliben-
clamida, con un coeficiente de variaciéon < 5%
(datos no mostrados).

Las muestras fueron estables hasta por 30 dias
a 4°C (Cuadros 2 y 3). No obstante que falta
confrontar los pardmetros evaluados en mues-
tras de pacientes que hayan tomado uno u otro
farmaco, o ambos.

Nuestro método es la primera técnica reporta-
da para medir simultineamente metformina y
glibenclamida, con la ventaja de utilizar un micro-
volumen de matriz bioldgica. Las muestras de los
pacientes pueden tomarse a partir de los primeros
15 minutos de haber tomado el medicamento
por via oral ya que, aunque la concentracién
plasmética maxima se obtiene entre una y tres
horas después de tomar ambos farmacos, a ese
tiempo ya se tienen concentraciones detectables,
pues ya se ha iniciado la absorcion.

DISCUSION

La prescripcion de medicamentos antidiabéticos
se basa en las concentraciones de biomarcadores
metabdlicos como la glucemia en ayuno y pos-
prandial, insulina y el modelo de evaluacién de
la homeostasis (HOMA). Asimismo, se toma en
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Cuadro 2. Estabilidad fisicoquimica de la metformina en
muestras sanguineas almacenadas a 4°C hasta el dia 30 del
estudio, como lo indican las concentraciones control (30,
150 y 500 ng/mL) con un coeficiente de variacién menor a
15%. La metformina ya no fue estable hasta el dia 60 (coefi-
ciente de variacion mayor a 15%) en todos los controles de
calidad (1)

Metformina: concen-
tracion nominal
(ng/mL) (dias)

Tiempo 4 +2°C (n=4)
Media + DEF CV* (%)

30 0 30.42 £0.17 0.6
31.52 £0.84 2.6
31.87 £1.05 3.3
14 30.80 £ 0.71 2.3
30 30.05 = 1.00 3.3

60 21.82 £1.09 27.2%
150 0 146.74 = 5.43 3.7
145.71 £ 7.12 4.9
148.44 + 4.18 2.8
14 151.76 £ 1.77 1.2
30 137.10 £ 9.49 6.9

60 116.80 £ 15.56  22.1+
500 0 499.36 + 5.49 1.1
489.62 + 0.89 0.2
481.54 + 18.94 3.9
14 497.37 £23.38 4.7
30 490.78 £ 19.21 3.9

60 360.71 £ 5.61 27.8t

*Determinado por la ecuacién de regresion lineal.
*CV: Coeficiente de variacion (desviacion estandar/media)
x 100.

cuenta el mecanismo de accion de cada farmaco
individual.® La metformina se prefiere como far-
maco de primera eleccién en nifos debido a que
puede contribuir a disminuir el peso corporal y
no induce hipoglucemia inmediata ni acidosis
lactica.' El uso de glibenclamida en pacientes
pediatricos es limitado por ser un farmaco que in-
duce la liberacién de insulina desde el pancreas,
efecto que no es deseable a menos que el control
de la glucemia no pueda lograrse con metfor-
mina y dieta." Sin embargo, Gltimamente se ha
tenido que emplear glibenclamida en pediatria
debido a la frecuencia de obesidad infantil y a
las alteraciones en la regulacion de la glucemia
derivadas de ésta. En estas circunstancias, es



Alemén-Medina R et al. Metformina y glibenclamida en pediatria

Cuadro 3. Estabilidad fisicoquimica de la glibenclamida en
muestras almacenadas a 4°C hasta el dia 30, como lo indican
las concentraciones control (300, 900 y 1400 ng/mL) con un
coeficiente de variacién menor a 15%. La glibenclamida ya
no fue estable a los 60 dias (coeficiente de variacién mayor
a 15%) (1).

Glibenclamida: con-
centracién nominal Tiempo 4+2°C(n=4) CV*
(ng/mL) (dias) Media = DE* (%)*

300 0 298.21 £3.23 1.1
3 296.09 + 1.28 0.4
299.39 £2.18 0.7
14 300.61 +2.32 0.8
30 299.96 + 2.89 0.9
60 383.23 +70.4 27.7%
900 0 898.49 + 4.51 0.5
3 874.62 +37.83 4.3
886.61 + 15.39 1.7
14 901.06 + 4.50 0.5
30 892.56 + 15.68 1.8
60 1262.5+150 40.3t
1400 0 139728 £14.49 1.0
3 1413.97 £19.46 1.4
1393.66 +35.40 2.5
14 1394.15+7.55 0.5
30 1420.58 £ 8.57 0.6
60 2888.7+496.8 106.3t1

“Determinado por la ecuacién de regresién lineal.
*CV: Coeficiente de variacion (desviacion estandar/media)
x 100.

necesario detectar los niveles plasmaticos de
glibenclamida y metformina, por ser farmacos de
reciente incorporacion en pacientes pediatricos
y porque todavia no hay suficientes estudios de
eficacia y seguridad de estos farmacos en nifios
y adolescentes;'" para ello serd muy importante
correlacionar las concentraciones plasmaticas de
metformina o glibenclamida con los marcadores
metabdlicos relacionados (glucosa, insulina,
HOMA) ya que, si dichos marcadores llegan
a valores normales al cabo de administrar los
farmacos, el clinico puede estar seguro del éxito
terapéutico con las dosis que estd empleando,
e inclusive extrapolarlas a otros pacientes. Asi-
mismo, en pacientes pediatricos se busca extraer
muestras sanguineas del menor volumen posible,
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involucrando un método rapido y confiable para
la deteccion de farmacos.

Ya se han desarrollado y validado algunos méto-
dos analiticos para determinar esta combinacion
de farmacos, incluso en presencia de otros anti-
diabéticos.™ Estos procedimientos han sido con
base en cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) que incluyen la extraccién de los farmacos
en fase sélida y el uso de determinaciones espec-
trofotométricas con transformaciones combinadas
discretas y continuas. La exactitud, precision y
robustez de recuperacion de estos métodos, re-
portados por otros autores, se han realizado con
estricto apego a las normas internacionales.'*'
Sin embargo, esos procedimientos se han llevado
a cabo utilizando las mezclas y soluciones de
farmacos pero no se han extraido a partir de una
matriz biol6gica como son la sangre o el plasma
humanos. Otros métodos han incluido la extrac-
cion de los farmacos pero emplean volimenes
muy altos de plasma humano: hasta 1 mL.

En este trabajo hemos desarrollado y validado
un método para determinar metforminay gliben-
clamida extraidos de un fluido biolégico: 0.1 mL
de sangre total heparinizada; compensando la
falta de estudios de extraccion de estos farmacos
de forma simultanea y en un volumen pequefio
de sangre.

En relacion con los alcances de este método cabe
reconocer que nuestros desarrollo y validacion
corresponden a la etapa preclinica, por lo que
sus alcances tendran lugar en actividades como
los estudios pediatricos de vigilancia del apego al
tratamiento o en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 de edad avanzada, en donde se requieren
pequenos volimenes de sangre debido a deshi-
dratacién, pérdida de sangre o después de un
analisis multiple. En etapas ulteriores se requerira
confrontar los parametros evaluados a partir de
muestras de pacientes que se encuentren toman-
do cualquiera de estos farmacos.
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CONCLUSION

El método desarrollado en este trabajo permite
describir los pardmetros farmacocinéticos de la
combinacién de metformina-glibenclamida, o
por separado, en sangre humana; por lo que al
aplicarse en muestras de pacientes que tomen
dichos farmacos permitird evaluar el apego al tra-
tamiento farmacolégico y también sera Gtil para
definir las dosis exactas de estos medicamentos;
aquellas que permitan alcanzar las concentracio-
nes terapéuticas en la sangre de estos pacientes.
Este método también podra emplearse para
estudios posteriores de biodisponibilidad com-
parada, eficacia y seguridad de los farmacos en
poblacion pediatrica con sobrepeso, obesidad o
con resistencia a insulina.
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