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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método HILIC-EM/EM para
quantificar em plasma humano metformina e vildagliptina. A pré-purificacdo dos
analitos foi realizada através da técnica de precipitacdo de proteinas com acetonitrila
acidificada (0,1% &acido férmico). A fonte de ionizacdo por electrospray operou no
modo positivo de ionizacdo e a separacdo cromatografica foi realizada em uma
coluna Atlantis HILIC Silica 150 x 2,1 mm, 3 um de tamanho de particula. O volume
de injecédo foi de 5 pL e a temperatura de forno mantida a 40 °C. A fase movel
isocratica consistiu de (A) 20% de agua e (B) 80% de solucdo acetonitrila:agua (95:5
v/v), ambos contendo 0,1% de acido formico e 3 mM de formiato de amonio. O fluxo
foi mantido em 400 pL/min. Os resultados de validacdo mostraram que o0 novo
método é seletivo, sensivel (limite de deteccdo<1,5 ng/mL) e livre de efeitos residual
e de matriz. O novo método também foi preciso (CV<9,0%), exato (ER<11,2%) e
linear (r =2 0,99) dentro dos limites de 5 a 500 ng/mL de cada composto. Nos
diferentes niveis de concentracdo das curvas de calibracdo, as variacbes de
precisdo e exatiddo foram < 9,6%. A recuperacao dos analitos e padrdes internos
(>75%) foi obtida com elevada precisdo (CV< 4,0%). O método desenvolvido foi
aplicado com sucesso em amostras reais de voluntarios que receberam
separadamente uma dose de metformina (850 mg), uma dose de vildagliptina (50
mg) ou uma dose de um medicamento contendo a combinacdo metformina e
vildagliptina (850 mg + 50 mg). O novo método pode ser utilizado como uma
ferramenta analitica para o monitoramento clinico da metformina e vildagliptina no
plasma. A partir desse monitoramento, é possivel verificar a adeséo ao tratamento e
propor ajuste de dose de modo a garantir a efetividade e a seguranca clinica do
tratamento.

Palavras chave: metformina, vildagliptina, CLAE-EM/EM, plasma, HILIC, diabetes.




ABSTRACT

The objective of this work was to develop and validate a HILIC-MS/MS method for
the simultaneous determination of metformin and vildagliptin in human plasma.
Sample cleanup was achieved using protein precipitation with acetonitrile containing
0.1% formic acid. The electrospray source was operated in the positive ion mode.
Chromatographic separation was achieved using an Atlantis HILIC Silica 150 x 2.1-
mm, 3-um particle size column maintained at 40 °C. The isocratic mobile phase
consisted of 20% water and 80% acetonitrile/water solution 95:5 v/v, containing both
0.1% formic acid and 3 mM ammonium formate. The flow rate was maintained at 400
ML/min. The volume of injection was 5.0 pL. Data from validation studies
demonstrated that the new method is highly selective, sensitive (limits of detection <
1.5 ng/mL) and free of matrix and residual effects. The new method was also precise
(RSD<9.0%), accurate (RE<11.2%) and linear (r =2 0.99) over the ranges of 5 to 500
ng/mL for each compound. The individual values for accuracy and precision at each
concentration level were lower than 9.6%. For all compounds, satisfactory recovery
(>75%) was achieved with high reproducibility (RSD<4.0%). The developed method
was successfully applied to determine metformin and vildagliptin in plasma
volunteers who orally received a single dose of metformin (850 mg), vildagliptin (50
mg) or drug association (metformin 850 mg + vildagliptin 50 mg). The new method
can thus be used as a tool for the clinical monitoring of metformin and vildagliptin.

Keywords: metformin, vildagliptin, LC-MS/MS, human plasma, HILIC.
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INTRODUGAO

Falhas na secrecdo e/ou agdo da insulina podem levar a um grupo de
doencas metabdlicas chamado de diabetes mellitus. A estimativa para 2030 é de
mais de 300 milhdes de diabéticos em todo o mundo, sendo 90% destes casos
correspondentes ao diabetes mellitus tipo 2 (insulinoindependente) (ADA, 2011).

O tratamento do diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) inicia com modificacbes no
estilo de vida e, associado a isto, monoterapia medicamentosa. Nesse caso, a
metformina é o farmaco de primeira escolha (NATHAN et al., 2009). Também é
aplicado ao diabetes gestacional e a sindromes metabdlicas, no qual a
hiperinsulinemia esteja presente (CAMPBELL; HOWLETT, 1995).

Quando as metas de nivel glicémico e de hemoglobina glicada ndo séo
alcancadas utilizando metformina, outras terapias medicamentosas podem ser
introduzidas com o objetivo de controlar a doenca (NATHAN et al., 2009). Um
exemplo é a terapia combinada da metformina com a vildagliptina, cuja associacao
apresenta como vantagem o baixo risco de hipoglicemia e indices insignificantes de
ganho de peso quando comparado com outras classes de farmacos antidiabéticos
(FERRANNINI et al., 2009; MATTHEWS et al., 2010).

A quantificacdo simultanea da metformina e da vildagliptina no plasma
humano é muito importante para a conducéo de estudos farmacocinéticos e para o
monitoramento terapéutico dessas substancias. Apesar disso, poucos métodos
baseados em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (PHARNE et al., 2012)
e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLAE-
EM/EM) (HESS; MUSSHOFF; MADEA, 2011) foram descritos na literatura para a
determinacao da vildagliptina em plasma humano.

Para a determinacdo da metformina varios métodos foram descritos, incluindo
as técnicas de electroforese capilar (SONG et al., 1998), cromatografia em fase
gasosa (CG) (BROHON; NOEL, 1978; LENNARD et al., 1978), CLAE (YUEN; PEH,
1998; CHENG; CHOU, 2001; TACHE et al., 2001; ZARGHI et al., 2003; AMINI;
AHMADIANI; GAZERANI, 2005; BHAVESH et al., 2007; YARDIMCI; OZALTIN;
GURLEK, 2007; PORTA et al.,, 2008; HUTTUNEN et al., 2009; LIU et al., 2009;
RANETTI et al.,, 2009; GABR; PADWAL; BROCKS, 2010; GOPI et al., 2012;
CHHETRI; THAPAA; SCHEPDAELB, 2013; SIDDIQUIA et al., 2013; RASHID et al.,
2014) e CLAE-EM/EM (CHEN et al., 2004; KOSEKI et al., 2005; GEORGITA et al.,
2007; MARQUES et al., 2007; LIU; COLEMAN, 2009; GEORGITA et al., 2010;
SWALES; GALLAGHER; PETER, 2010; CHEN et al., 2011; BONDE et al., 2013; LI
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et al., 2013; POLAGANIA et al., 2013). Entretanto, a maioria desses métodos
apresentam desvantagens.

A electroforese capilar utiliza uma técnica de analise por campo amplificado,
um sistema incomum para aplicagcdo em andlises de rotina (SONG et al., 1998). Os
métodos por CG necessitam de etapas de derivatizacdo antes da injecéo, fato que
torna o preparo da amostra oneroso e laborioso (BROHON; NOEL, 1978;
LENNARD et al.,, 1978). Os métodos baseados em CLAE apresentam moderada
sensibilidade e seletividade quando aplicados a matrizes complexas, como o
plasma, e assim tempos longos de corrida ou procedimentos complexos de pré-
tratamento da amostra sdo necessarios para garantir seletividade adequada do
meétodo. Grande parte dos métodos citados acima também néo foram devidamente
validados de acordo com os guias internacionais de validacdo (SONG et al., 1998;
YUEN; PEH, 1998; TACHE et al.,, 2001; ZARGHI et al., 2003; BHAVESH et al.,
2007; GEORGITA et al., 2007; YARDIMCI; OZALTIN; GURLEK, 2007; PORTA et al.,
2008; GEORGITA et al., 2010; GOPI et al., 2012; PHARNE et al., 2012; CHHETRI;
THAPAA; SCHEPDAELB, 2013; SIDDIQUIA et al., 2013). Cabe mencionar que a
validacdo é a demonstracdo de que o método é adequado para a sua finalidade
especifica (FDA, 2013).

Nos dultimos anos, a utlizacdo de CLAE-EM/EM demonstrou diversas
vantagens em relacdo a outras técnicas, tais como a sensibilidade e a capacidade
de analisar matrizes complexas com elevada seletividade. Apesar disso, nenhum
dos métodos descritos por CLAE-EM/EM (CHEN et al., 2004; KOSEKI et al., 2005;
GEORGITA et al.,, 2007; MARQUES et al., 2007; LIU; COLEMAN, 2009;
GEORGITA et al., 2010; SWALES; GALLAGHER; PETER, 2010; CHEN et al., 2011;
BONDE et al., 2013; LI et al, 2013; POLAGANIA et al, 2013) monitora
simultaneamente metformina e vildagliptina no plasma humano, provavelmente
devido as dificuldades de se desenvolver um método em que as substancias
apresentam caracteristicas fisico-quimicas muito distintas (a metformina é altamente
polar enquanto a vildagliptina apresenta caracteristica apolar) (HUTTUNEN et al.,
2009). Nesse contexto a cromatografia liquida de interacdo hidrofilica (HILIC) ja
provou ser uma ferramenta poderosa de separacdo de compostos quando
comparada a tradicional cromatografia de fase reversa (ALPERT, 1990; YANG,;
BOYSEN; HEARN, 2009). No modo HILIC, a eluigdo dos compostos € dada de

acordo com as caracteristicas hidrofilicas de cada substancia, e devido aos
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diferentes mecanismos de interaccdo, HILIC também opera em modo continuo de
hidrofobicidade-hidrofilicidade. Devido a essas caracteristicas, 0 interesse em
meétodos por cromatografia liquida de interacédo hidrofilica acoplada a espectrometria
de massas sequencial (HILIC-EM/EM) tem aumentado nos dltimos anos,
especialmente porque no modo HILIC se utiliza de uma predominancia de solvente
organico na fase mével, fato que favorece a ionizacdo dos compostos e aumenta a
sensibilidade no detector (YANG; BOYSEN; HEARN, 2009).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método bioanalitico por
HILIC-EM/EM para a determinagédo simultanea de metformina e vildagliptina em
plasma humano. Além do ineditismo quanto a sua finalidade, o novo método
apresenta como vantagens rapidez, baixo custo no preparo da amostra e alta

seletividade e sensibilidade comparado a outros métodos descritos na literatura.

1.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método por HILIC-EM/EM para quantificacao

simultdnea de metformina e vildagliptina em plasma humano.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desenvolver um método otimizando os parametros individuais dos analitos
e padrdes internos no espectrometro de massas bem como definir as

melhores condi¢des cromatograficas;

» Definir a melhor técnica para o pré-tratamento da amostra;

» Aplicar o método desenvolvido e validado para quantificar a metformina e a
vildagliptina em amostras reais de plasma de pacientes que fazem uso de
medicamentos contendo essas substancias na forma de monoterapia ou

terapia combinada.
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2.1 DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus (DM) € um grupo de doencgas metabdlicas que promove
hiperglicemia, cuja causa é a deficiéncia de secrec¢do ou acao da insulina ou ambas
(SBD, 2009). Quando nao tratada a hiperglicemia leva a quadros de retinopatia,
nefropatia, neuropatia periférica, neuropatias autonémicas, disfuncdo sexual,
aumento na incidéncia de aterosclerose, hipertensdo e doencas cerebrovasculares.
Em longo prazo, as complicacbes sdo mais severas podendo levar a faléncia de
inUmeros 6rgaos, tais como olhos, rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos (ADA,
2011).

No ano 2000 a prevaléncia do diabetes era de 171 milh6es de pessoas em
todo o mundo. Entretanto, para o ano de 2030 sdo estimados mais de 300 milhdes
de individuos com a doenca (WILD et al., 2004; ADA, 2011). No Brasil, estima-se
que o numero de diabéticos passe dos 4,6 milhdes para 11,3 milhdes, situando-se
entre os dez paises com maior prevaléncia da doenca (WILD et al., 2004). Os gastos
com consultas, tratamento e internacdes ja alcancaram a marca de US$ 3,9 bilhdes
no pais e considerando os custos indiretos como 6bito prematuro, incapacidade de
trabalho ou ociosidade o custo pode chegar a US$ 22,6 bilhdes (BARCELO et al.,
2003).

O diabetes é classificado segundo a sua etiologia e ndo quanto ao tipo de
tratamento. Assim, a Sociedade Brasileira de Diabetes recomenda que se utilize os
termos diabetes mellitus tipo 1 e diabetes mellitus tipo 2 ao invés de
insulinodependentes e insulinoindependentes (SBD, 2009). O diabetes mellitus tipo
1 corresponde de 5 a 10% dos casos da doenca e esta associado a destruicao total
ou parcial das células B-pancreaticas. Dessa forma ocorre deficiéncia na secrecao
de insulina, fato que leva ao quadro de hiperglicemia. A causa é autoimune e 0s
pacientes necessitam de insulina exégena para sobreviver (SBD, 2009; ADA, 2011).

Ja o diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) esta presente em 90 a 95% dos casos da
doenca e sua etiologia ndo € totalmente compreendida. Em geral o DMT2 se
manifesta apos estresse causado por outra doenga, como por exemplo, uma simples
infeccdo. Na maioria das vezes ndo ha necessidade de insulina exdgena para o

tratamento do DMT2, apenas modificacbes no estilo de vida e tratamento
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medicamentoso. Entretanto, em muitos casos o uso de insulina é necessario para o
controle adequado da glicemia e para reducdo dos riscos de complicagcdes macro e

microvasculares caracteristicos da doenca (SBD, 2009; ADA, 2011).

2.2 FISIOPATOLOGIA DO DIABETES MELLITUS TIPO 2

Apoés a ingestdo de uma alimentacdo rica em carboidratos, a elevacdo de
glicose sanguinea promove a liberagdo de insulina pelas células B-pancreaticas. A
insulina quando ligada aos seus receptores promove uma cascata de sinalizacéo a
qual leva aos seus efeitos bioldgicos. Por outro lado quando o individuo é acometido
pelo DMT2, hd uma deficiéncia na sinalizacdo da insulina nos tecidos muscular e
adiposo, e também em 6rgdos como o figado e o pancreas. Isso leva a resisténcia a
insulina e disfungéo das células 3 (RHODES; WHITE, 2002).

Os receptores de insulina estdo presentes em todas as células, variando
apenas em sua expressao. Os receptores consistem em duas subunidades a
extracelulares contendo o sitio de ligagdo a insulina e duas subunidades B com
atividade tirosina quinase. Os residuos destas subunidades [ se autofosforilam
guando ocorre a ligacao da insulina e desencadeiam outras séries de fosforilacdes
de diversas proteinas substrato do receptor de insulina (IRS). As IRS possuem uma
importante fungcdo reguladora entre o0s receptores de insulina e os efeitos
moleculares decorrentes da cascata de sinalizacdo. Essas proteinas também estao
envolvidas no crescimento de células somaticas, na acdo da insulina em tecido
muscular, adiposo e figado, no crescimento e sobrevivéncia das células B-
pacreéticas e ainda, desempenham funcéo na ingestao de alimentos e reproducéo
(RHODES; WHITE, 2002). Quanto a regulacdo negativa da cascata de sinalizacéo
da insulina, esta pode ocorrer através da inativacdo das proteinas IRS por
desfosforilacdo das cadeias laterais de tirosina. A internalizagcdo dos receptores de
insulina e a degradacéo das proteinas IRS também sdo meios de regulacédo negativa
da cascata de sinalizacdo (STUMVOLL; GOLDSTEIN; VAN HAEFTEN, 2005).

A obesidade quase sempre acompanha o DTM2 e é um dos fatores

pY

apontados como causa de resisténcia a insulina. O aumento de massa dos
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triglicerideos armazenados no organismo leva a formacgéo de adipdcitos resistentes
a insulina, impossibilitando este horménio de suprimir a lipolise. Com isso, h&
secrecdo e aumento de glicerol e acidos graxos nao esterificados circulantes no
plasma, agravando a resisténcia a insulina nos musculos e no figado (STUMVOLL,;
GOLDSTEIN; VAN HAEFTEN, 2005).

A reducdo da concentracdo de adiponectina é outro fator relacionado aos
problemas com o DTM2. A adiponectina € uma proteina adiposeespecifica que
qguando reduzida diminui a sensibilizacdo da insulina no figado e tecido muscular.
Além disso, outros agravantes podem ocorrer ja que a adiponectina atua em
diversas respostas metabdlicas como inibicdo da lipolise, oxidacao de acidos graxos,
supressdo da gluconeogénese hepatica e captacdo de glicose pelo musculo
esquelético durante o exercicio (STUMVOLL; GOLDSTEIN; VAN HAEFTEN, 2005).

Pacientes com DTM2 também apresentam capacidade oxidativa
comprometida e mitocdndrias de tamanho reduzido no tecido muscular esquelético
(SHULMAN, 2000; STUMVOLL; GOLDSTEIN; VAN HAEFTEN, 2005). A
deterioracdo da secrecdo de insulina também € comum nesses pacientes, e o nivel
de severidade dessa condicdo pode agravar ao longo dos anos. A hiperglicemia
resultante do DTM2 também leva a formacdo de grande quantidade de espécies
reativas de oxigénio, fato que leva ao comprometimento de diversos componentes
celulares das células B (STUMVOLL; GOLDSTEIN; VAN HAEFTEN, 2005).

O acumulo de coenzima A pela presenca da glicose também é um problema
relacionado ao DTM2. O excesso dessa coenzima reduz a secregao de insulina
pelos mecanismos de abertura dos canais de potassio das células 3,
desacoplamento da proteina-2 reduzindo a formacéo de adenosino trifosfato (ATP) e
pela inducdo de apoptose através de acidos graxos ou sintese de o6xido nitrico
(STUMVOLL; GOLDSTEIN; VAN HAEFTEN, 2005).

Além de tudo h& também a deficiéncia na supressdo da liberacdo do
hormonio glucagon pelas células a. Cabe lembrar que para manter a homeostase da
glicose, hd um equilibrio entre a liberagdo de insulina e a supressédo do glucagon.
Como no DMT2 as células a apresentam menor sensibilizagdo pela glicose, os
niveis de glucagon permanecem elevados contribuindo para a hiperglicemia tipica
da doenca (GOKE, 2008).
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2.3 DIAGNOSTICO DO DIABETES MELLITUS TIPO 2

O diagndstico do DMT?2 é realizado através de pelo menos um dos seguintes
critérios: o primeiro € a glicemia causal acima de 200 mg/dL, ou seja, a glicemia
medida a qualquer horario do dia e independente das refei¢cbes; o segundo é a
glicemia de jejum igual ou superior a 126 mg/dL e o terceiro é glicemia acima de 200
mg/dL duas horas poés-sobrecarga de 75 g de glicose. Niveis de hemoglobina
glicada (HbA1C) acima de 6,5% também sdo considerados para diagnostico do
DMT2. A HbA1C costuma ser o marcador principal da glicemia cronica, pois, reflete
os niveis de glicose no sangue dos ultimos 2 a 3 meses (ADA, 2011).

2.4 TRATAMENTO DO DIABETES MELLITUS TIPO 2

O inicio do tratamento do DMT2 ocorre com mudanc¢as no estilo de vida, o
que inclue alimentacdo balanceada e exercicios fisicos. Porém, para a maioria dos
pacientes uma simples mudanca no estilo de vida ndo é suficiente para controlar a
glicemia, sendo necessaria terapia medicamentosa. Ela se inicia com a utilizacdo de
um Unico medicamento. No entanto, devido a cronicidade da doenca e progressiva
disfuncao das células B3, outras terapias utilizando mais de um farmaco podem ser
introduzidas com o objetivo de controlar a doenca. Estima-se que cerca de 50% dos
pacientes com DMT2, apds trés anos de tratamento requerem a adicdo de um
medicamento e apds 9 anos, 75% requerem utilizacdo de multiplas terapias para
controlar os niveis glicémicos (CEFALU, 2007; BLONDE, 2010). As classes de
antidiabéticos orais utilizados para o tratamento do DTM2 incluem as sulfoniluréias,
glinidas, tiazolineodionas, inibidores de alfaglicosidase, biguanidas e as gliptinas.
Dentre essas as classes das biguanidas e gliptinas séo as mais utilizadas.

Uma representante da classe das biguanidas é a metformina, a qual é
recomendada como medicamento de primeira linha para o tratamento do DMT2
(NATHAN et al., 2009). Ela reduz a producdo hepética de glicose e a glicemia de

jejum promovendo o aumento da sensibilizagdo a insulina. A metformina também
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reduz os niveis de HbA1C (1 a 2%), triacilglicerideos e LDL colesterol. A auséncia
de hipoglicemia e a neutralidade ou pequena perda de peso ponderal também s&o
vantagens da metformina frente aos demais tratamentos (CEFALU, 2007,
CAMPBELL, 2009; NATHAN et al., 2009).

A principal representante da classe das gliptinas é a vildagliptina, que atua
inibindo seletivamente a enzima dipeptil peptidase-4 (DPP4). Inibindo a DPP4, a
sensibilizacdo das células B a glicose é aumentada, e consequentemente ha um
aumento na secrecao de insulina em funcdo dos niveis de glicose sanguineo. O
mesmo acontece para as células a que passam a ser mais sensiveis aos niveis de
glicose, reduzindo a secre¢do de glucagon. Assim, a vildagliptina reduz tanto a
glicemia de jejum quanto a pos-prandial (CROXTALL; KEAM, 2008). Outro fator
importante relacionado a vildagliptina € que esta ndo inibe, induz ou sofre
metabolismo pelas enzimas do citocromo P450 e, portanto, ndo exibe interacdo com
outros farmacos. Isto é muito importante para os pacientes com DMT2 que
normalmente recebem multiplas medicac6es concomitantemente (MATHIEU, 2009).
Aléem disso, o0s eventos adversos comuns de outros medicamentos como
hipoglicemia e ganho ponderal foram raramente observados quando a vildagliptina
foi utilizada como terapia no DMT2 (CROXTALL; KEAM, 2008; MATHIEU, 2009).

2.5 ASSOCIACAO METFORMINA E VILDAGLIPTINA

Os mecanismos de acdo da metformina e da vildagliptina sao
complementares e permitem um eficiente controle glicémico. Em um estudo
conduzido com pacientes que receberam duas vezes ao dia a associacao
vildagliptina e metformina (50 + 850 mg) durante 52 semanas foi observado uma
reducd@o nos niveis de HbA1C de aproximadamente 0,44% em relacdo ao total. Os
casos de hipoglicemia foram raros e ndo houve ganho significativo de peso nesses
pacientes. O perfil lipidico de jejum também apresentou melhora quando a terapia
combinada foi utilizada (FERRANNINI et al., 2009; MATTHEWS et al., 2010).

Quando a associacdo de metformina e Vvildagliptina foi avaliada em

comparacdo a associagcdo metformina e pioglitazona, foi observada uma reducao
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nos niveis de HbA1C de aproximadamente 0,9% e 1,0%, respectivamente. Estes
resultados demonstram que o tratamento vildagliptina + metformina n&o € inferior ao
tratamento pioglitazona + metformina. Entretanto, ndo houve ganho de peso quando
a vildagliptina foi utilizada. No grupo tratado com a pioglitazona 0 aumento de peso
foi cerca de 1,9 kg. Quanto aos niveis lipémicos, o grupo de pacientes tratados com
vildagliptina apresentou reduc@o nos niveis de LDL-colesterol e HDL-colesterol,
enquanto que o tratamento com pioglitazona apresentou aumento nos niveis de
ambos (BOLLI et al., 2008).

2.6 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA METFORMINA E DA VILDAGLIPTINA

A metformina (cloridrato de N,N-dimetil guanil guanidina, CAS 657-24-9) é um
composto branco ou esbranquicado livremente sollvel em agua e praticamente
insolivel em acetona, éter e cloroformio. O pKa de metformina é de 12,4 (basico) e
o ponto de fusédo pode variar entre 223 e 226 °C. A férmula molecular da metformina
€ C4H1i:Nse o peso molecular € de 129,16364 g/mol. A massa exata e
monoisotopica é de 129,101445 (NCBI, 2014).

A vildagliptina ((2S) -1 - [2 - [(3-hidroxi-1-adamantil) amino] acetil] pirrolidina-2-
carbonitrila, CAS 274901-16-5) é um composto branco, ou ligeiramente amarelado,
ou ainda po6 cristalino ligeiramente acinzentado, com ponto de fusdo de
aproximadamente 150 °C. A vildagliptina é facilmente solivel em agua e em
dimetilsulféxido. O pKa da vildagliptina é 9,0 (fortemente basico) e 14,7 (fortemente
acido). A férmula molecular € C,7H25N30, e 0 peso molecular € de 303.3993 g/mol. A
massa exata e monoisotopica é de 303.194677 (NCBI, 2014). As estruturas
quimicas da metformina, vildagliptina e dos seus padrbes internos metformina

composto relacionado B e pirantel sdo apresentadas na Figura 1.
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FIGURA 01. ESTRUTURAS QUIMICAS DE (A) METFORMINA, (B) METFORMINA
COMPOSTO RELACIONADO B, (C) VILDAGLIPTINA E (D) PIRANTEL

2.7 CLAE, ESPECTROMETRIA DE MASSAS E METODOS PROPOSTOS PARA
DETERMINACAO DA METFORMINA E VILDAGLIPTINA EM PLASMA HUMANO

Nos ultimos anos a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) se tornou
uma das técnicas de separac¢do mais utilizadas para fins qualitativos e quantitativos.
As razbes para esse crescimento estdo na sensibilidade e na seletividade da
técnica, com destaques em determinacdes ambientais, médicas e principalmente na
industria farmacéutica (TONHI et al., 2002)

O principio de separacdo do CLAE € baseado nas caracteristicas fisico-
quimicas de cada composto e uma ou mais interacdes entre o soluto e uma fase
estacionaria (CASS; DEGANI, 2001). Existem varios detectores para CLAE e a
escolha do melhor depende da finalidade do estudo. Assim, parametros como alta
sensibilidade, seletividade, rapidez de resposta, linearidade e estabilidade frente a
mudancas de temperatura e composi¢éo da fase movel caracterizam a escolha do
detector. Os sistemas de deteccdo mais utilizados no CLAE sdo os detectores de
arranjo de fotodiodos, fluorescéncia, indice de refracdo e o analisador de massas
(EM). Este ultimo tornou-se uma das ferramentas analiticas mais utilizadas nos

altimos anos, pois o0 EM pode fornecer a massa molecular dos solutos e contribuir
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com a elucidagéo estrutural de moléculas (CASS; DEGANI, 2001). Além disso, o
acoplamento do CLAE com o EM (CLAE-EM) se tornou a técnica de quantificacao
mais comum em ensaios bioanaliticos, especialmente pela sua notavel sensibilidade
(WAL et al., 2010).

Outra grande vantagem de se acoplar o CLAE a um analisador de massas -
especialmente o do tipo triplo quadrupolo - esta nos recursos de analise sequencial,
também conhecida como espectrometria de massas e recursos in tandem (EM-EM).
Devido a exceléncia na especificidade e na sensibilidade deste recurso, a
espectrometria de massas teve um aumento consideravel de aplicacées nas ultimas
décadas, e se tornou a técnica analitica mais difundida em estudos em matriz
biolégica (CASS; DEGANI, 2001; KORFMACHER, 2005).

Para a determinacdo em plasma da vildagliptina, apenas dois métodos
baseados em CLAE (PHARNE et al., 2012) e CLAE-EM/EM (HESS; MUSSHOFF,;
MADEA, 2011) foram descritos na literatura. Entretanto, nenhum desses métodos
monitora outros farmacos na matriz biologica.

Para a determinacdo da metformina, varios métodos foram descritos na
literatura incluindo as técnicas de electroforese capilar (SONG et al., 1998), CG
(BROHON; NOEL, 1978; LENNARD et al., 1978), CLAE (YUEN; PEH, 1998;
CHENG; CHOU, 2001; TACHE et al, 2001; ZARGHI et al., 2003; AMINI;
AHMADIANI; GAZERANI, 2005; BHAVESH et al., 2007; YARDIMCI; OZALTIN;
GURLEK, 2007; PORTA et al.,, 2008; HUTTUNEN et al., 2009; LIU et al., 2009;
RANETTI et al.,, 2009; GABR; PADWAL; BROCKS, 2010; GOPI et al., 2012;
CHHETRI; THAPAA; SCHEPDAELB, 2013; SIDDIQUIA et al., 2013; RASHID et al.,
2014) e CLAE-EM/EM (CHEN et al., 2004; KOSEKI et al., 2005; GEORGITA et al.,
2007; MARQUES et al., 2007; LIU; COLEMAN, 2009; GEORGITA et al., 2010;
SWALES; GALLAGHER; PETER, 2010; CHEN et al., 2011; BONDE et al., 2013; LI
et al.,, 2013; POLAGANIA et al.,, 2013). Em relacdo a estes métodos, algumas
desvantagens foram apresentadas.

A electroforese capilar utiliza uma técnica de andlise por campo amplificado,
um sistema incomum para aplicacdo em analise de rotina (SONG et al., 1998). Os
meétodos por CG necessitam de etapas de derivatizacdo antes da injecao, fato que
torna o preparo da amostra oneroso e laborioso (BROHON; NOEL, 1978;
LENNARD et al.,, 1978). Os métodos baseados em CLAE apresentam moderada
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sensibilidade e seletividade quando aplicados a matrizes complexas, como o
plasma, e assim tempos longos de corrida ou procedimentos complexos de pré-
tratamento da amostra sdo necessarios para garantir seletividade adequada do
método. Nenhum dos métodos citados monitora a associagdo metformina e

vildagliptina simultaneamente, justificando a necessidade deste trabalho.

2.8 VALIDACAO DE METODOS BIOANALITICOS

Cada método analitico tem sua particularidade e estd sujeito a efeitos da
matriz e as variacdes provenientes das caracteristicas de cada analito. Logo, para
gue a correta interpretacdo dos seus resultados seja alcancada, € primordial garantir
a qualidade nas andlises de modo que esses métodos sejam reprodutiveis e
confidveis (SHAH, 2007). Todavia, otimiza¢des ndo garantem o desempenho de um
método, sendo necessarias acfes que demonstrem sua adequabilidade (IJUPAC,
1995). Assim, € essencial que os principios de validacdo dos métodos bioanaliticos
sejam estabelecidos e aplicados de acordo com a orientacdo de 6rgaos
regulamentadores (SHAH, 2007).

A definicdo dos parametros de validacdo, bem como a faixas de aceitacdo e
0s procedimentos a serem adotados encontram-se descritos em diversos guias de
validacdo disponiveis na literatura, como por exemplo, o Guidance for Industry do
Food and Drug Administration (FDA, 2013) e o Guia de Validacdo de Métodos
Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil - RE n° 27, de 17
de maio de 2012 (BRASIL, 2012). Por esse motivo apenas um breve resumo

descrevendo cada parametro de validacdo sera abordado nessa revisao.

A) Seletividade: habilidade de um método analitico de diferenciar e quantificar os
compostos em estudo de outros componentes que possam estar presentes
na matriz bioldégica (metabolitos, medicamentos, produtos de degradacéao,
nicotina e cafeina) (BRASIL, 2012). Em métodos instrumentais de separacao
a seletividade é a garantia de que os resultados obtidos ndo sejam

prejudicados pela presenca de interferentes da amostra;




28
REVISAO DA LITERATURA

B)

C)

D)

E)

F)

Efeito residual: O efeito residual € gerado pelo aparecimento ou aumento do
sinal do analito ou padréo interno causado por contaminacdo proveniente de
amostras analisadas anteriormente (BRASIL, 2012). Trata-se entdo, de um
ensaio que visa garantir que a amostra anterior ndo interfira na amostra

seguinte em funcdo de contaminacoes;

7

Efeito matriz. O efeito matriz € o efeito na resposta do analito ou padrao
interno causado pela co-eluicdo de componentes residuais da matriz, que
afetam a eficiéncia da ionizacdo ou deteccado das moléculas alvo (supressao
ou elevacdo de sinal). Avaliar esse parametro € de suma importancia para
evitar a expressao de falsos resultados (PATEL, 2011; BRASIL, 2012);

Limite de deteccdo: O limite de deteccdo (LD) € denominado como sendo a
menor concentracdo de uma dada substancia que o procedimento analitico
consegue diferenciar confiavelmente do ruido de fundo (BRASIL, 2003; (ICH,
2005; USP, 2007). Para procedimentos analiticos instrumentais que
demonstram o ruido da linha de base (caso do CLAE-EM/EM), o LD é
determinado através da relacdo sinal-ruido, comparando a medi¢ao dos sinais
do composto de interesse em baixas concentracdes em relacdo a um branco.
A estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na relacdo de
duas a trés vezes o ruido da linha de base (INMETRO, 2003; USP, 2007);

Limite inferior de quantificacdo: O limite inferior de quantificacdo (LIQ) é
estabelecido por meio da andlise da matriz biolégica contendo a menor
concentracdo do analito quantificAvel com precisdo e exatiddo aceitaveis. O
LIQ pode ser determinado por meio da relacdo sinal/ruido de 10 vezes a
altura do ruido da linha de base (BRASIL, 2012);

Linearidade: A linearidade é definida como a relacdo entre a resposta do
instrumento e a concentragdo conhecida do analito (FDA, 2013). A validacéo
guanto a este parametro deve garantir um maximo de precisao e exatiddo nos
resultados, parametros esses monitorados através das amostras de controle

de qualidade (CQ). As CQ nada mais sdao do que amostras de matriz
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adicionada do analito em concentracdo especifica, utilizadas para validar e
monitorar o desempenho de um método bioanalitico (BRASIL, 2012). Os

niveis de concentracdo das CQ monitoradas em ensaios bioanaliticos séo:

e Amostra de controle de qualidade de baixa concentracdo (CQB):
amostra de matriz adicionada do analito em concentracdo até trés

vezes o limite inferior de quantificacdo do método;

e Amostra de controle de qualidade de média concentracdo (CQM):
amostra de matriz adicionada do analito em concentracao proxima a

meédia entre os limites inferior e superior de quantificacdo do método;

e Amostra de controle de qualidade de alta concentracdo (CQA): amostra
de matriz adicionada do analito em concentracdo entre 75 e 85% da

maior concentragéo da curva de calibracéo;

e Amostra de controle de qualidade de diluicdo (CQD): amostra de matriz
adicionada do analito em concentracdo acima da maior concentracao
da curva de calibracdo, analisada por meio de procedimento e

proporc¢éo de diluicdo especificada pelo laboratorio analitico;

G) Precisdo: A precisdo representa a proximidade dos resultados obtidos por
repetidas afericdes de mudltiplas aliqguotas de uma Unica fonte de matriz
(BRASIL, 2012). A importancia desse parametro estd em avaliar 0os erros
aleatdrios produzidos pelo novo método, de modo que sejam uniformemente

distribuidos em torno de certo valor;

H) Exatiddo: A exatiddo de um método analitico é definida como a concordancia
entre o valor real do analito na amostra e o estimado pelo processo analitico
(BRASIL, 2012). Este parametro constitui uma das chaves para o propoésito
da validagdo, pois avalia o erro sistemético promovido em toda etapa

analitica;

I) Recuperagdo: O parametro de recuperacdo mede a eficiéncia do processo de

extracdo. Este parametro corresponde a percentagem do analito extraido da
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matriz biolégica fortificada em diferentes niveis de concentragdo, dentro de

um limite de variacdo. Valores desejaveis de recuperagdo encontram-se

proximos de 100%, mas admitem-se valores menores desde que a

recuperacao seja precisa e exata (BRASIL, 2003);

J) Estabilidade do analito em matriz bioldégica e em solugcdo: O ensaio de

estabilidade deve ser realizado para verificar se a concentracdo do analito a

ser determinada na amostra permaneceu estavel durante o tempo do estudo.

A instabilidade das drogas, seus metabdlitos ou ainda das pro6-drogas € um

dos principais problemas relativos as amostras biolégicas, e, por isso,

monitorar o comportamento da substancia de interesse tanto em solucao

guanto na matriz biologica € de fundamental importancia para evitar a

subestimacdo ou a superestimacdo da sua concentracio (NOVAKOVA;

VLCKOVA, 2009). Os problemas de estabilidade podem ocorrer em qualquer
etapa de um procedimento analitico (NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009), mas

em geral se relacionam com as condi¢cdes de armazenamento, presenca de

enzimas, pH, anticoagulante, ciclos de descongelamento, luz, e pelas

propriedades quimicas do analito, da matriz e do recipiente de
armazenamento (NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009; BRASIL, 2012). Dessa

forma, o ensaio de estabilidade deve reproduzir as reais condicdes de

manuseio e andalise das amostras, e ndo pode ser extrapolado se houver

qualguer mudanca na conduta de um ensaio bioanalitico (BRASIL, 2012).

2.9 METODOS DE EXTRACAO APLICADOS EM ENSAIOS BIOANALITICOS

2.9.1 Extracao por precipitacdo de proteinas

O método de extracdo por precipitagdo de proteinas € um dos mais utilizados

como pré-tratamento de amostras de soro ou plasma (FLANAGAN; MORGAN;
SPENCER, 2006; NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009). Esta técnica é simples, rapida,
de baixo custo e sua aplicagdo abrange compostos tanto hidrofilicos quanto
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hidrofébicos (NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009). O principio consiste na adi¢do de
agentes precipitantes na amostra biol6gica, seguido de agitacao e centrifugacéo. Por
fim, o sobrenadante é analisado (FLANAGAN; MORGAN; SPENCER, 2006). Entre
0S agentes precipitantes encontram-se acidos, solventes organicos, sais e ions
metalicos. Esses agentes propiciam uma desnaturacdo da proteina plasmatica e,
desta forma, ocorre o rompimento entre a ligacdo da proteina com o composto de
interesse, liberando este Ultimo para a fase liquida da mistura, podendo, ap6s um
processo de centrifugagéo, ser analisada (POLSON et al., 2003).

Os solventes organicos utilizados como agentes precipitantes diminuem a
constante dielétrica entre as proteinas do plasma. Isto gera um aumento de atracao
entre as moléculas carregadas facilitando as interacdes eletrostaticas entre as
proteinas. Como consequéncia, ocorre uma agregacao entre essas proteinas e sua
precipitacdo (POLSON et al., 2003).

Quando um &cido é utilizado como agente precipitante em uma matriz
biol6gica, como o plasma, deixando o pH do meio abaixo do ponto isoelétrico das
proteinas. Assim, sdo formados sais insollveis com grupos amino carregados
positivamente e, dessa forma, precipitam (POLSON et al., 2003).

Altas concentracdes de sais adicionadas ao plasma absorvem moléculas de
agua, diminuindo a disponibilidade desta as proteinas. Gera-se um aumento de
interacdo das regides hidrofébicas das proteinas, levando a agregacdo e
precipitacdo (POLSON et al., 2003). Ja a carga positiva dos ions metalicos diminui a
solubilidade das proteinas plasmaticas por modificar seus pontos isoelétricos. Além
disso, os ifons metalicos competem com os protons H* por ligagdes com os
aminodacidos das proteinas. Com o aumento de prétons no meio, ha uma diminui¢éo
do pH. Esse resultado junto com a diminuicdo da solubilidade promove a
precipitacdo das proteinas plasmaticas (POLSON et al., 2003).

Apesar das vantagens da técnica de extracao por precipitacdo de proteinas, é
importante lembrar que o sobrenadante contém uma grande quantidade de
componentes remanescentes do plasma. Estes, por sua vez, podem diminuir a
seletividade do método ou causar supressdo do sinal no espectrometro de massas.
Além da precipitacdo das proteinas também pode ocorrer a precipitacdo dos
compostos de interesse e, consequentemente, a reducdo da recuperagdo dos

mesmos (MA et al.,, 2008). Algumas vezes, é necessario o uso de filtros para
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melhorar o pré-tratamento do extraido, e isto também diminui a recuperacdo dos
analitos. Embora tenha estas desvantagens, a precipitacdo de proteinas continua
sendo utilizada em ensaios bioanaliticos, pois € a técnica mais simples de extracéo
para este tipo de analise (FLANAGAN; MORGAN; SPENCER, 2006).

2.9.2 Extracao liquido-liquido

A extracdo liquido-liquido € uma técnica muito popular no que diz respeito as
etapas de preparacdo e pré-concentracdo de amostras biologicas (NOVAKOVA;
VLCKOVA, 2009). A técnica € baseada no particionamento da amostra entre
liquidos de duas fases imisciveis, onde uma das fases é aquosa e a outra um
solvente organico (WAL et al., 2010). Na extra¢ao liquido-liquido os compostos mais
hidrofilicos preferem a fase aquosa enquanto que os hidrofébicos a fase orgéanica.
Dessa forma, os analitos extraidos pela fase organica sdo facilmente recuperados
através da evaporacdo do solvente, enquanto que 0s remanescentes da fase
aguosa podem ser injetados diretamente no CLAE (WAL et al., 2010).

Este tipo de extracdo tem a vantagem de ser bastante simples, mas algumas
desvantagens como a formacdo de emulsées podem dificultar o seu uso. Em alguns
casos também é necessério utilizar uma grande quantidade de solvente organico
(muitas vezes téxicos), o que torna a técnica prejudicial para 0 meio ambiente
(NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009). Em relagéo aos custos da utilizacdo da extracéo
liquido-liquido, a literatura € bastante controversa, mas a técnica € uma das mais
utilizadas em ensaios bioanaliticos, dada sua rapidez e capacidade de recuperagao
(NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009; WAL et al., 2010).

2.9.3 Extracdo em fase sdlida

A extracdo em fase solida (SPE) é uma das técnicas de extracdo mais

desenvolvidas e populares da bioandlise, fato esse atribuido a sua grande
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seletividade e efetividade na recuperagdo de analitos a partir de matrizes complexas
(BLAHOVA; BRANDSTETEROVA, 2004; WAL et al., 2010).

Na SPE o analito de interesse é particionado entre uma fase liquida (amostra)
e uma fase estacionaria, em geral adsorventes a base de silica, fases quimicamente
ligadas a silica, polimeros e seus derivados (CIOLA, 1998; KATAOKA, H., 2003). Os
cartuchos de fase estacionaria sao disponibilizados na forma de seringas (CIOLA,
1998; KATAOKA, H., 2003) ou pipetas contendo suporte para fase estacionaria,
também conhecida como pipetas de extracdo (NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009).

Na SPE a substancia de interesse € eluida por uma fase estacionaria sélida,
onde o analito fica retido de acordo com o grau de afinidade por essa fase. A partir
de entdo os interferentes podem ser eluidos ou lavados, minimizando a presenca de
substéancias indesejadas na fracao final do extrato (WAL et al., 2010). Todavia, para
gue a extracdo aconteca de forma efetiva, € necessario que o analito tenha uma
afinidade maior pela fase estacionaria do que pela matriz (KATAOKA, H. , 2003); em
outras palavras, a escolha correta do adsorvente é o ponto-chave para que a
extracdo aconteca de forma seletiva (NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009).

O uso de SPE apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de
utilizar quantidade apropriada de amostra de acordo com o tipo de dispositivo. O
sistema também necessita de aparato adequado e cuidados na velocidade de
eluicdo da amostra. Além de tudo, os dispositivos aplicados em ensaios bioldgicos
séo descartaveis, o que torna a técnica onerosa (NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009).
Em contrapartida, o sistema utiliza pouco solvente organico comparado com
extracdo liquido-liquido e ndo forma emulsées (KATAOKA, H. , 2003; BLAHOVA;
BRANDSTETEROVA, 2004).




3. MATERIAL E METODOS
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3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE PLASMA, REAGENTES, PADROES
ANALITICOS E ESPECIALIDADE FARMACEUTICA

As amostras de plasma hemolisado (plasma contendo hemécias lisadas),
plasma lipémico (plasma com alto teor de lipidios) e plasma normal (plasma néao
lipémico e ndo hemolisado) utilizadas durante o desenvolvimento e a validacdo dos
métodos foram gentilmente cedidos pela Hemepar-PR (Curitiba, Brasil).

O éacido férmico (88%) foi obtido da J. T. Baker Chemicals B.V. (Deventer,
Holanda) enquanto que o metanol e a acetonitrila (ambos grau CLAE) foram
adquiridos da Tedia (Fairfield, EUA). O formiato de amonio (99%) foi obtido da Acros
Organics (Nova Jersey, EUA) enquanto que a agua ultrapura foi obtida através do
Sistema de Purificacéo Milli-Q® (Millipore, Bedford, EUA). As amostras comerciais de
Glifage® (cloridrato de metformina 850 mg, Merck Corporation), Galvus®
(vildagliptina 50 mg, Novartis) e Galvus Met® (vildagliptina 50 mg + cloridrato de
metformina 850 mg, Novartis) foram obtidas no comércio local (Curitiba, Brasil).

O padrao analitico de metformina (99,7%) e seu respectivo padréo interno (PI)
metformina composto relacionado B (cloridrato de 1-metilbiguanida, 100,0%) foram
adquiridos da Farmacopéia Americana (Rockville, EUA). O padrdo de vildagliptina
(98,0%) foi obtido da Ontario Chemicals (Guelph, Canada) enquanto que o seu
respectivo padréo interno pamoato de pirantel (96,7%) foi adquirido da Sigma Aldrich
(St. Louis, EUA). A estrutura quimica de cada composto e as caracteristicas fisico

guimicas sdo apresentadas na Secéo 2.6).

3.2 PREPARO DAS SOLUCOES

As solucdes estoque de metformina, vildagliptina e dos padrbes internos
metformina composto relacionado B e pamoato de pirantel foram preparadas,
separadamente, em metanol:acetonitrila (50:50 v/v) de modo a obter uma
concentracéo final de 1 mg/mL. As solugdes de trabalho foram preparadas de acordo
com a necessidade de cada experimento atravées de diluicdo apropriada das
solucdes estoque em acetonitrila. As solu¢des estoque e de trabalho foram mantidas

sob-refrigeracéo a 4 °C em frasco de vidro ambar.
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3.3 INSTRUMENTACAO

As andlises foram realizadas em um Cromatégrafo a Liquido Agilent 1200
(Wilmington, EUA) composto de bomba binaria G1312B, desgaseificador G1379B, e
forno de coluna G1316B. O sistema foi conectado a um gerenciador de amostras
CTC 2777 (Waters Corporation, Milford, EUA), que durante as analises foi mantido a
temperatura ambiente. Uma mistura de acetonitrila:metanol (50:50 v/v) foi utilizada
como solvente de limpeza no gerenciador de amostras.

O cromatografo foi acoplado a um espectrobmetro de massas do tipo Triplo
Quadrupolo (APl 3200, Applied Biosystems, Toronto, Canadd), equipado com bomba
de seringa Havard 22 Dual Model (Harvard Apparatus, South Natick, EUA) e fonte de
ionizacao por electrospray (ESI).

Para o monitoramento em plasma da metformina, vildagliptina e padrdes

internos os seguintes parametros foram ajustados:

e Fase movel: Isocratica composta de 20% de agua e 80% de solucéo
acetonitrila:dgua (95:5 v/v), ambos contendo 0,1% de acido férmico e 3
mM de formiato de amonio.

e Fluxo da fase mével: 400 yL/min;

e Coluna: Atlantis HILIC Silica 150 x 2,1 mm, 3 um de tamanho de particula
(Waters Corporation, Mildford, EUA);

e Temperatura de forno da coluna: 40 °C;

e Volume de injecdo: 5 uL;

e Fonte de ionizagdo: ESI operada no modo positivo de ionizagao;

e Parametros da fonte de ionizacdo: voltagem do capilar (IS): 5500 V,
temperatura: 450 °C, gas de interface (CUR): 10 psi, gas de colisao
(CAD): 4 psi, gas de nebulizagdo (GS1): 50 psi e gas auxiliar (GS2): 45
psi;

e Aquisicdo dos dados: Monitoramento de reacdes multiplas (MRM) com
dwell time de 300 ms;

e Parametros individuais e transicbes monitoradas de cada composto: De

acordo com o descrito na Tabela 01.
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TABELA 01 - [ONS MOLECULARES, TRANSICOES MONITORADAS E
PARAMETROS AJUSTADOS NO ESPECTROMETRO DE MASSAS PARA A
DETERMINACAO EM PLASMA DA METFORMINA, VILDAGLIPTINA,
METFORMINA COMPOSTO RELACIONADO B (MetB) E PIRANTEL

Modo de lon Transicao CE* CEP® CxP® DP' EP®
ionizacso Compostos Molecular monitorada @) ) W) v V)
¢ (m/2) (m/2)
130,1 - 60,2* 17 10 4 31 175
Metformina 130,1
130,1 - 71,1 27 10 4 31 75
3041 >1541* 21 14 4 36 75
Vildagliptina 304,1
Positivo 304,1 - 97,1 39 14 4 36 15
[M+H]" 207,2 - 150,2* 37 12 4 46 8,0
i 207,2
Pirantel (P1) 207251362 39 12 4 46 50
116,1 - 60,0* 17 12 4 31 90
MetB (PI) 116,1

116,1 - 57,1 29 12 4 31 9,0

ACE, energia de colisdo; "CEP, potencial de entrada na cela de colisdo; “CXP, potencial de saida da
cela de colisdo; “DP, potencial de desagrupamento; °EP, potencial de entrada; *transi¢des utilizadas
para quantificacdo; PI: padrado interno.

O nitrogénio de alta pureza utilizado como CUR, GS1 e GS2 foi produzido por um
gerador de nitrogénio da Peak Scientific Instruments (Chicago, EUA). Os dados
adquiridos pelo espectrobmetro de massas foram processados através do software
Analyst 1.4 (ABI/Sciex).

3.4 TESTES CONDUZIDOS PARA AVALIAR A MELHOR FORMA DE EXTRAIR DO
PLASMA OS ANALITOS E OS PADROES INTERNOS

Com o intuito de avaliar qual a melhor forma de extrair do plasma os analitos
e os padrbes internos, diferentes métodos de extracdo foram testados, incluindo
extracdo em fase solida e precipitacdo de proteinas com acetonitrila, metanol e
acetonitrila ou metanol acidificados (0,1% &cido formico).

Para conducao dos ensaios, aliquotas de 200 pL de plasma branco (plasma
livre dos analitos de interesse) foram transferidas para tubos de Eppendorf, e em
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seguida fortificadas com 50 yL da solucdo de trabalho dos analitos, e 50 yL da

solucdo de trabalho dos padrdes internos, de modo a obter 100,0 ng/mL de cada

composto, cada nivel contendo 350 ng/mL de metformina composto relacionado B

(Pl) e 250 ng/mL de pirantel (Pl). Apés a fortificacdo, as amostras foram

homogeneizadas em vértex por 2 min, e submetidas aos seguintes procedimentos:

Precipitacdo de proteinas: Uma aliquota de 1,7 mL do agente precipitante
(acetonitrila, metanol, acetonitrila contendo 0,1% &cido férmico ou metanol
contendo 0,1 % &cido formico) foi adicionada ao tubo de Eppendorf contendo
a amostra de plasma fortificada. A amostra foi agitada em vértex por 3 min e
em seguida submetida a centrifugacdo por 10 min (14000 rpm, -5 °C,
Eppendorf 5810R, Hamburg, Alemanha). O sobrenadante foi filtrado em filtro
de seringa de politetrafluoretileno (PTFE) 0,22 um de poro (VertiPure, Jatujak,

Tailandia).

Extracdo em fase solida: A amostra de plasma fortificada foi transferida para
um cartucho de extragdo Oasis HLB de 3mL (Waters Corporation, Mildford,
EUA) previamente condicionado com 2 mL de metanol e 3 mL de &gua
ultrapura. Apds a eluicdo da amostra pelo cartucho, a fase estacionéria lavada
com 2 mL de agua ultrapura. A recuperacdo dos analitos foi realizada com 1
mL de acetonitrila. O eluato foi todo evaporado em um concentrador de
amostras (40 °C), e o residuo remanescente foi ressuspendido com 200 L de
acetonitrila/agua (70:30 v/v), mediante agitacdo em vortex por 3 min.

Os ensaios foram conduzidos em sextuplicata, sendo definido o melhor

procedimento de extracdo aquele que apresentou a maior recuperacdo dos analitos

com desejada reprodutibilidade.

3.5 PREPARO DA AMOSTRA PARA O ESTUDO DE VALIDACAO

As amostras de plasma utilizadas no estudo de validagdo foram pré-tratadas

utilizando a técnica de precipitacdo de proteinas. Para tanto, uma aliquota de 1700,0
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ML de acetonitrila (contendo 0,1% de &cido férmico) foi adicionada aos tubos de
Eppendorf contendo as amostras de plasma (fortificadas ou ndo). As amostras foram
agitadas em voértex (3 min) e centrifugadas por 10 min (14.000 rpm, -5 °C). O
sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa de PTFE (0.22 ym de poro) antes da
injecao no sistema CLAE-EM/EM.

3.6 VALIDACAO DO METODO BIOANALITICO

O método por CLAE-EM/EM desenvolvido neste estudo foi validado de acordo
com os critérios estabelecidos no Guia de Validacdo de Métodos Bioanaliticos da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil - RE n° 27, de 17 de maio de 2012
(BRASIL, 2012), e de acordo com as diretrizes do Guia de Validacdo de Métodos
Bioanaliticos do Food and Drug Administration (FDA, 2013). De acordo com esses
guias, 0s seguintes requisitos devem ser atendidos para que um método bioanalitico
seja considerado adequado para sua finalidade: seletividade, limites de deteccéo e
quantificacdo, linearidade, precisdo, exatiddo, efeito residual, efeito matriz,

recuperacao e estabilidade dos analitos em matriz biolégica e em solucao.

3.6.1 Limite de deteccéo e limite inferior de quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) e o limite inferior de quantificacdo (LIQ) foram
estimados através da relacdo sinal-ruido. Para conducdo desse estudo, trés
aliquotas de 200 pL de plasma branco foram fortificadas com solugdes dos analitos
de modo a obter 100 ng/mL de cada composto. As amostras foram agitadas em
vortex por 3 min e em seguida submetidas a pré-tratamento, conforme descrito no
item 3.5. As amostras extraidas foram diluidas sucessivamente com acetonitrila e
injetadas no CLAE-EM/EM. O LD foi estimado através da relacédo sinal/ruido de 3:1
enquanto que o LIQ foi estimado pela relagédo sinal:ruido de pelo menos 10:1, até
que desejada preciséo fosse alcancada (CV < 20%). Os célculos de LD e LIQ foram

realizados automaticamente pelo software Analyst versédo 1.4.2.




40
MATERIAL E METODOS

3.6.2 Seletividade

A seletividade foi avaliada através do método da comparacdo da matriz. Com
0 objetivo de investigar uma possivel interferéncia dos componentes endégenos nos
mesmos tempos de retencdo dos analitos e padrdes internos (Pis), aliquotas de 100
ML de acetonitrila/dgua (70:30 v/v) foram adicionadas a tubos de Eppendorf
contendo, separadamente, uma amostra de 200 pL de plasma hemolisado, uma
amostra de 200 yL de plasma lipémico e quatro amostras de 200 pyL de plasma
normal (todas obtidas de fontes distintas). As amostras foram agitadas em vortex por
3 min e em seguida submetidas a pré-tratamento conforme descrito na Secéo 3.5.

Em uma segunda etapa, aliquotas de 200 pL de plasma normal foram
fortificadas com 50 pyL da solugdo dos analitos e 50 yL da solucdo dos padrdes
internos, de modo a obter uma concentracdo conhecida de 5 ng/mL de metformina,
5 ng/mL de vildagliptina, 350 ng/mL de metformina composto relacionado B (PI) e
250 ng/mL de pirantel (PI).

As amostras fortificadas foram homogeneizadas em vortex por 3 min e em
seguida submetidas a pré-tratamento, conforme descrito na Secdo 3.5. Os
cromatogramas obtidos com as matrizes isentas dos analitos de interesse foram
sobrepostos aos cromatogramas obtidos com o plasma fortificado. As respostas de
picos interferentes préximos ao tempo de retencdo dos analitos devem ser inferiores
a 20% da resposta do analito obtido com a matriz fortificada. As respostas de picos
interferentes proximos ao tempo de retencdo do Pl devem ser inferiores a 5% da

resposta do PI.

3.6.3 Linearidade

A linearidade foi determinada através do método da padronizagéo interna. O
estudo foi conduzido durante trés dias consecutivos e as curvas analiticas foram
preparadas em triplicata, em nove niveis de concentracdo. A analise de duas
amostras brancas (plasma livre dos analitos de interesse) e duas amostras zero

(plasma branco contendo o padrao interno) foi incluida a cada dia de estudo.
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Para o preparo das curvas de calibragdo, aliquotas de 200 uL de plasma
branco foram fortificadas com 50 pL da solucdo dos analitos e 50 pyL da solucdo dos
padrdes internos, de modo a obter os seguintes niveis de concentracdo 5; 12,5; 25;
37,5; 50; 125; 250; 375 e 500 ng/mL de cada analito, cada nivel contendo 350 ng/mL
de metformina composto relacionado B (Pl) e 250 ng/mL de pirantel (Pl). As
amostras fortificadas foram submetidas a pré-tratamento utilizando a técnica de
precipitacdo de proteinas, conforme descrito na Secao 3.5.

Para cada composto uma curva de calibracéo foi gerada a fim de confirmar a
relacdo linear entre as areas dos picos dos analitos/areas dos picos dos padrbes
internos versus a concentracdo dos analitos/concentracdo dos padrdes internos. As
curvas de calibracdo foram construidas através do método dos quadrados minimos
utilizando regresséo linear 1/x*x. O angulo, o intercepto e o coeficiente de correlacao
(r) foram calculados como parametros da regresséo. Para cada composto e em cada
nivel de concentracdo, foram calculados o coeficiente de variagdo (CV%) e o erro
relativo (ER%) com a finalidade de monitorar os ajustes de precisdo e a exatiddo dos
dados. Nesse caso as variacfes de precisdo e exatiddo ndo devem exceder 15%,
exceto para o LIQ o qual ndo deve apresentar variacdes maiores do que 20%. O
coeficiente de correlacao (r) deve ser igual ou superior a 0,98.

3.6.4 Amostras de controle de qualidade

As amostras de controle de qualidade (CQ) do limite inferior de quantificacao
(CQ-LIQ), e as de baixa (CQB), média (CQM) e alta concentracdo (CQA) foram
preparadas de maneira similar as amostras da curva de calibracdo (item 3.6.3),
porém em oito réplicas, de acordo com as concentra¢cdes descritas na Tabela 2. O
critério de aceitacdo das CQs é determinado pela obtengdo de ao menos 66% dos
controles com desvio inferior a 15% comparado ao valor nominal da curva de
calibracéo, exceto para o LIQ o qual ndo deve apresentar variagcbes maiores do que
20% (BRASIL, 2012).

A Unica amostra de CQ preparada de maneira distinta as amostras da curva
de calibracao foi a amostra de controle de qualidade de diluicdo (CQD). O preparo

da CQD consistiu na fortificacdo de oito aliquotas de 200 uL de plasma branco com
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50 pL da solucéo dos analitos, de modo a obter uma concentracdo de 1000,0 ng/mL
de metformina e vildagliptina. As amostras fortificadas foram diluidas 1:10 v/v com
plasma branco e em seguida agitadas em vortex por 3 min. Uma aliquota de 200 uL
da amostra diluida foi transferida para um tudo de Eppendorf, e fortificada com 50 pL
de acetonitrila e 50 yL da solugdo dos padrdes internos de modo a obter uma
concentracédo de 350 ng/mL de metformina composto relacionado B e 250 ng/mL de
pirantel. As amostras foram novamente agitadas (vortex, 3 min), processadas (item
3.5) e analisadas. Para a CQD nao sao admitidos erros de precisdo maiores do que
15% entre as réplicas das amostras diluidas, bem como erros de exatidao superiores
a 15% do valor nominal de fortificagdo (BRASIL, 2012).

TABELA 2 — NiVEIS DE CONCENTRACAO DAS AMOSTRAS DE CONTROLE DE
QUALIDADE

Compostos Nivel de concentracdo das amostras Concentragéo
P de controle de qualidade (ng/mL)
CQ-LIQ 5,0
Metformina cQB 12,5
CQM 100,0
CQA 375,0
CQD 100,0**
CQ-LIQ 5,0
Vildagliptina CQB 12,5
CQM 100,0
CQA 375,0
CQD 100,0**
Metformina composto - 350,0
relacionado B*
Pirantel* - 250,0

Dados: CQ-LIQ: controle de qualidade do limite inferior de quantificagéo; CQB: controle de qualidade
de baixa concentracdo; CQM: controle de qualidade de média concentragdo; CQA: controle de
qualidade de alta concentracdo; CQD: controle de qualidade de diluicdo; *Padrdo interno; **Valor
nominal apos diluicdo de 10 vezes.

3.6.5 Efeito residual

O teste de efeito residual consistiu de injecdes alternadas de uma triplicata de
brancos de plasma e uma triplicata de amostras de plasma fortificadas nos niveis

mais altos de concentracdo da curva de calibragéo (item 3.6.3). A resposta do pico
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interferente no tempo de retencdo do analito deve ser inferior a 20% da resposta do
analito nas amostras processadas do CQ-LIQ (Secdo 3.6.4). A resposta do pico
interferente no tempo de retencédo do Pl deve ser inferior a 5 % (cinco por cento) da
resposta do Pl (BRASIL, 2012).

3.6.6 Precisao e exatidao

A precisdo e a exatidao foram estimadas durante trés dias consecutivos (intra
e inter-dia) através da andlise de oito réplicas de amostras controle (CQ-LIQ, CQB,
CQM, CQA e CQD) preparadas conforme descrito na sec¢éo 3.6.4.

A preciséao foi expressa em termos do coeficiente de variacdo (CV%) entre as
areas obtidas de cada composto, em um mesmo nivel de concentracdo. O calculo do
coeficiente de variac@o é apresentado na Equacéo 1.

A exatidao foi estimada em cada nivel de concentracdo através calculo do
erro relativo (ER%) obtido entre a concentracdo tedrica e a concentracdo
experimental de cada composto (Equacdo 2). Os erros de precisdo e exatidao
devem ser inferiores a 15%, exceto para o CQ-LIQ onde as variacdes ndo devem
exceder 20% (BRASIL, 2012).

Desvio padrao x 100
CVo%= T - Equacao (1)
Concentragdo média experimental

Cexp - Cnom
ER%= = --mmemmmmmme e x 100, Equacéo (2)

onde C¢qp € a média da concentracdo obtida experimentalmente e Cpom € a

concentracdo nominal ou real.
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3.6.7 Teste de recuperacéo

Para realizar o teste de recuperacdo, um lote de oito amostras controle foi
preparado (item 3.6.4) em dois niveis de concentracdo (CQB e CQA). Esse conjunto
de amostras foi denominado de “lote 1”.

Em seguida, aliquotas de 200 pL de plasma branco foram fortificadas com
100 pL de acetonitrila/agua (70:30 v/v), agitadas (vortex 3 min), e submetidas a pré-
tratamento conforme descrito na Secdo 3.5. Uma aliquota de 950 pL do
sobrenadante foi transferida para um tubo de Eppendorf (2mL) e fortificado com 25
puL da solucdo dos analitos e 25 pL da solucdo de padréo interno, de modo a obter
0S mesmos niveis de concentracdo do lote 1 (CQB e CQA). Esse conjunto de
amostras foi denominado de “lote 2”.

A recuperacdo foi estimada em percentagem, através da razdo entre a
guantidade do analito encontrada nas amostras de plasma do lote 1 (analito
extraido) e a quantidade do analito encontrada nas amostras de plasma do lote 2
(analito ndo extraido, considerado 100%). O calculo da recuperacdo € apresentado
na Equacéao 3.

Concentracdo do analito extraido
RecUperagao = - --m-mmmmmmmmmmmm e X 100 Equacéo (3)
Concentracdo do analito ndo extraido

3.6.8 Efeito matriz

Para avaliar o efeito matriz na resposta dos analitos e Pls, primeiramente
foram adicionados 1700,0 yL de agente precipitante (acetonitrila contendo 0,1%
acido férmico) em tubos de Eppendorf contendo 200 pL de plasma (quatro amostras
normais, duas lipémicas e duas hemolisadas). As amostras foram agitadas (vortex, 3
min) e centrifugadas por 10 min (14.000 rpm, 5 °C). Uma aliquota de 450 pL do
sobrenadante foi transferida para um novo tubo de Eppendorf o qual recebeu
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aliquotas de 25 pL de solucdo dos analitos e 25 pL da solugdo do PI, de modo a
obter os mesmos niveis de concentracdo do CQB e CQA (item 3.6.4).

Para cada nivel de concentracéo foi calculado o fator de matriz normalizado
(FMN, Equacéo 4) das respostas obtidas com os analitos em plasma e em solucéao,
preparada nos mesmos niveis de concentracdo. O efeito da matriz ndo € significativo
guando a variacédo (CV%) dos fatores de matrizes normalizados relativos a todas as

concentracfes de um mesmo analito for inferior a 15% (BRASIL, 2012).

Resposta do analito em matriz

Resposta do Pl em matriz
FMN = Equacéo (4)

Resposta do analito em solugao

Resposta do Pl em solugéo

3.6.9 Teste de supressao ibnica

O estudo do aumento ou supressao do sinal foi conduzido através do preparo
de trés lotes de amostras controle preparadas no nivel médio de concentracédo
(CQM, ver item 3.6.4). O lote 1 continha os analitos (A), o lote 2 continha os
respectivos padrdes internos de cada analito (B) e o lote 3 continha ambos, analitos
e PIs (A+B). O estudo foi conduzido em sextuplicata, utilizando plasmas de fontes
distintas. O calculo do nivel de supressédo/aumento do sinal foi calculado de acordo
com o descrito na Equacao 05.

Aumento/supresséo idnica relativa (%) = 100*[(Y/X)-1], Equacéo (5)

onde X é a area dos picos dos analitos (A) ou Pls (B) injetados separadamente
(conjunto 1 ou 2), e Y € a area dos picos dos analitos e Pls injetados

simultaneamente (conjunto 3, A+B). Resultados acima de zero indicam a
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percentagem de aumento do sinal e resultados abaixo de zero indicam a
percentagem da supressao ibnica (REMANE et al., 2010). A média das areas dos
picos dos analitos e Pis (conjunto 1 ou 2) também foram testados quanto a
diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos valores do conjunto 3. A
significancia foi testada utlizando teste t de Student bicaudal pareado com
significancia de 95%.

3.6.10 Teste de estabilidade

3.6.10.1 Estabilidade de curta duracao

A estabilidade de curta duracéo foi determinada em matriz biolégica sob as
condicbes normais de trabalho do laboratério. Para a conducdo deste ensaio,
aliquotas de 200 uL de plasma branco foram fortificadas com 50 yL da solucdo dos
analitos, de modo a obter uma concentracdo final de 12,5 e 750 ng/mL de
metformina e vildagliptina. As amostras fortificadas foram agitadas (vortex, 2 min) e
em seguida mantidas sobre a bancada por 6 h a temperatura ambiente controlada
(aproximadamente 21 °C). Apos este periodo, as amostras receberam aliquotas 50
ML da solucdo dos padrdes internos, de modo a obter, em cada nivel de
concentracdo, 350 ng/mL de metformina composto relacionado B e 250 ng/mL de
pirantel. As amostras foram novamente agitadas (vortex, 3 min) e submetidas a
etapa de pré-tratamento, conforme descrito na Sec¢éo 3.5.

Os resultados obtidos com as amostras armazenadas na bancada foram
comparados com a meédia dos valores das amostras de plasma recém-preparadas,
nos mesmos niveis de concentragdo. O comparativo foi realizado através do ER% e
CV%, os quais ndo devem exceder 15% (BRASIL, 2012). O ensaio foi conduzido

utilizando oito (08) réplicas preparadas para cada nivel de concentracao.
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3.6.10.2 Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento

A estabilidade dos analitos também foi determinada em matriz biol6gica apos
3 ciclos de congelamento e descongelamento, utilizando oito (08) aliquotas de 200
ML de plasma branco, fortificadas nos mesmos niveis de concentracdo da
estabilidade de curta duracdo (item 3.6.10.1). As amostras fortificadas foram
congeladas por 24 h (-40 °C) e entdo descongeladas a temperatura ambiente (1°
ciclo). Quando completamente descongeladas, as amostras foram novamente
congeladas (-40 °C) por mais um periodo de 24 h, e assim sucessivamente até
completar 3 ciclos de congelamento e descongelamento.

Apbs o terceiro ciclo de descongelamento, as amostras foram fortificadas com
50 uyL da solucdo dos padrbes internos, de modo a obter em cada nivel de
concentracdo 350 ng/mL de metformina composto relacionado B e 250 ng/mL de
pirantel. As amostras foram agitadas em vortex (3 min) e submetidas a etapa de pré-
tratamento, conforme descrito na Segao 3.5.

Os resultados obtidos com as amostras do ciclo de congelamento e
descongelamento foram comparados com a média dos valores obtidos com
amostras recém-preparadas, nos mesmos niveis de concentracdo. O comparativo foi

realizado através do ER% e CV%, os quais ndo devem exceder 15%.

3.6.10.3 Estabilidade de longa duracao

Para avaliar a estabilidade de longa duracao, aliquotas de 200 pL de plasma
branco foram fortificadas com solugéo dos analitos, de modo a obter os mesmos
niveis de concentragdo da estabilidade de curta duracdo (item 3.6.10.1). ApGs a
fortificacdo, as amostras de plasma foram agitadas (vortex, 3 min), e em seguida
congeladas (-40 °C) por um periodo de 15 dias (periodo que excedeu o tempo
compreendido entre a coleta da primeira amostra do voluntario e a analise da
altima). Apdés este periodo, as amostras foram descongeladas e fortificadas com 50

ML da solucdo dos padrbes internos (350 ng/mL de metformina composto




48
MATERIAL E METODOS

relacionado B e 250 ng/mL de pirantel). As amostras foram agitadas em vortex por 3
min e entdo submetidas a etapa de pré-tratamento, conforme descrito na Secao 3.5.

Cada nivel de concentracdo foi avaliado utilizando oito (08) réplicas de
amostras, sendo os resultados obtidos com as amostras armazenadas em freezer
(15 dias) comparados com a média dos valores obtidos com amostras de plasma
recém-preparadas no mesmo nivel de concentracdo. O comparativo foi realizado
através do ER% e CV%, os quais ndo devem exceder 15% (BRASIL, 2012).

3.6.10.4 Teste de estabilidade pbés-processamento

O teste de estabilidade de poOs-processamento foi avaliado em matriz
biolégica, utilizando amostras controle preparadas no nivel CQB e CQA (item 3.6.4).
As amostras foram mantidas no injetor automatico do CLAE-EM/EM por 24 h (20 °C,
vial transparente) e em seguida injetadas. Os resultados obtidos com as amostras
armazenadas no injetor automético foram comparados com a média dos valores
obtidos com amostras de plasma recém-preparadas, nos mesmos niveis de
concentracdo. O comparativo foi realizado através do ER% e CV%, 0s quais nao
devem exceder 15% (BRASIL, 2012).

3.6.10.5 Estabilidade das solug¢des estoque

A estabilidade das soluc¢des estoque (1,0 mg/mL dos analitos e dos padrdes
internos) foi avaliada ap6s 15 dias do armazenamento das solu¢des em refrigerador
(4 °C, frasco ambar). Decorrido os 15 dias, as solugbes foram retiradas do
refrigerador, misturadas e diluidas com acetonitrila/agua (70:30 v/v), de modo a obter
0S mesmos niveis de concentracdo descritos no ensaio de estabilidade de pos-
processamento (item 3.6.10.4). Os resultados obtidos com as solucdes
armazenadas no refrigerador foram comparados com a média dos valores obtidos
com solucdes recém-preparadas, nos mesmos niveis de concentracdo. O
comparativo foi realizado através do ER% e CV%, os quais ndo devem exceder 10%
(BRASIL, 2012).
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3.6.10.6 Estabilidade das solucdes de trabalho

A estabilidade das solugbes de trabalho foi avaliada conforme procedimento
descrito para as solucbes estoque (item 3.6.10.5). No entanto, as solucbes de

trabalho permaneceram 6 h sobre a bancada (21 °C) antes das injegoes.

3.7 DECLARACAO DE ETICA

Os protocolos experimentais envolvendo seres humanos neste estudo foram
devidamente aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Parana
(CAAE 10857012.0.0000.0102). Os voluntarios foram informados sobre todos os
procedimentos e possiveis riscos relacionados ao estudo, e apds receberem todos
0s esclarecimentos, assinaram um termo de consentimento livre esclarecido antes

de participar do estudo (Anexo 1).

3.8 VOLUNTARIOS, COLETA DE AMOSTRA E APLICACAO DO METODO

O método desenvolvido e validado foi aplicado em amostras de plasma
obtidas de seis voluntarios (trés mulheres e trés homens, idade entre 48 a 62 anos).
Apo6s o almogo, dois voluntérios receberam uma dose de Glifage® (cloridrato de
metformina 850 mg), dois voluntarios receberam uma dose de Galvus® (vildagliptina
50 mgq), e dois voluntarios receberam uma dose de Galvus Met® (vildagliptina 50 mg
+ cloridrato de metformina 850 mg). As amostras de sangue (3,0 mL) foram
coletadas em trés periodos apds a administracdo dos medicamentos (1, 2 e 3
horas). O anticoagulante utilizado foi edetato de sodio. Todas as amostras foram
imediatamente centrifugadas a 4000 rpm (5,0 min, temperatura ambiente), e o
plasma foi dividido em aliquotas as quais foram congeladas a -40 °C até o momento

das analises.
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3.9 PREPARO DAS AMOSTRAS DE PLASMA DOS VOLUNTARIOS

As amostras de plasma congeladas (-40 °C) dos voluntarios foram
descongeladas a temperatura ambiente controlada, e uma aliquota de 200 pL foi
transferida para um tubo de Eppendorf de 2 mL. A aliquota foi fortificada com 50 pL
de acetonitrila e 50 pL da solucdo de padrdo interno, de modo a obter uma
concentracdo final de 350 ng/mL de metformina composto relacionado B e 250
ng/mL de pirantel. As amostras fortificadas foram agitadas em vortex (3 min) e
submetidas a etapa de pré-tratamento conforme descrito na Secao 3.5.




4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO HILIC-EM/EM

A primeira etapa para o desenvolvimento do método HILIC-EM/EM foi a
checagem do sinal dos analitos. A fonte de ionizacdo escolhida foi a Electrospray
(ESI) que permite ionizar compostos de média a alta polaridade (caso de nosso
estudo). Neste ensaio solucdes de trabalho contendo 100 ng/mL dos analitos e dos
padrdes internos foram preparadas e infundidas separadamente no espectrometro
de massas. Foram avaliados o0 modo de ionizagédo e a intensidade e a estabilidade
do sinal de cada substancia. Alguns ajustes de concentracdo das solucdes foram
realizados a fim de garantir uma intensidade de sinal adequada (2 x 10° e 1 x 10°
cps) para otimizacdo automatica dos parametros individuais dos compostos via
Monitoramento de Reacdes Mdltiplas (MRM).

Ao término das otimizacdes o modo positivo de ionizacdo foi o mecanismo
mais eficiente para ionizar as os analitos e os Pls. Foram por fim obtidos os dois
fragmentos de ions mais intensos de cada composto, sendo o de maior intensidade
utilizado para quantificacdo e o segundo maior em intensidade para qualificacdo do
sinal analitico, como pode ser observado na figura 02.
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FIGURA 02: ESPECTROS DE MRM GERADOS PARA VILDAGLIPTNA E
METFORMINA, RESPECTIVAMENTE.
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A otimizacdo dos parametros da fonte de ionizacdo (CUR, CAD, ISV, GS1,
GS2 e temperatura) foi realizada através de analises por injecdo em fluxo (FIA),
acoplando o CLAE ao espectrometro de massas. Nessa etapa a fase movel consistiu
de uma mistura isocratica de acetonitrila:dgua:acido formico (50:50:0,1 v/viv)
mantendo o fluxo em 200 pL/min. N&o houve uso de coluna cromatogréafica e os
parametros foram ajustados automaticamente via software Analyst versao 1.4.

Para o desenvolvimento do método foram testadas diferentes colunas de fase
reversa do tipo C8 e colunas de silica pura. Devido as distintas polaridades entre a
metformina e a vildagliptina uma coluna HILIC Atlantis de Silica (150 x 2,1 mm, 3 ym
de tamanho de particula) foi utilizada no desenvolvimento do método. Para compor a
fase movel, diversas combinacdes de agua, metanol e acetonitrila foram testadas,
mantendo como aditivo 0,1% de acido férmico em todas as condigdes. O fluxo (200
a 400 pL/min) e a temperatura de forno da coluna (25 — 50 °C) também variaram de
modo a obter o melhor perfil cromatografico com o menor tempo de corrida.

Considerando as condi¢des testadas, o uso de acetonitrila favoreceu a
ionizacdo dos compostos quando comparada ao metanol. Em outras palavras,
houve melhora significativa na intensidade do sinal quando acetonitrila foi utilizada
na fase movel. Por consequéncia a sensibilidade foi favorecida.

Variacdes significativas de pressdo também foram observadas no
cromatoégrafo quando metanol foi utilizado como agente diluente da amostra. A
pressdo do sistema também aumentou consideravelmente quando metanol foi
utilizado na fase mével. Portanto, a acetonitrila foi a primeira escolha como solvente
organico para compor a fase movel.

Para o desenvolvimento da cromatografia, diversas proporcdes de acetonitrila
e agua foram testadas (90:10 v/v a 50:50 v/v). No entanto, sob todas as condi¢des
houve alargamento do pico da vildagliptina, o qual também apresentou assimetria.
Com o objetivo de resolver os problemas cromatograficos, algumas modificacdes na
composicdo da fase moével foram necessarias, incluindo a adigdo de formiato de
amonio em diferentes concentracdes (0,5 a 5 mM). Como resultado, o pefrfil
cromatografico da vildagliptina melhorou significativamente utilizando concentracdes
de formiato de amonio entre 2 e 3 mM e nao foram visualizados problemas inerentes
a assimetria do pico quando formiato de aménio foi utilizado na composicao da fase

movel.
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Ao término do desenvolvimento do método, o melhor perfil cromatogréfico foi
obtido mantendo a coluna a 40 °C e utilizando fase movel com modo de eluicao
isocratico consistida de 20% de agua (A) e 80% de solugéo acetonitrila/agua 95:5 viv
(B), ambos contendo 0,1 % de &cido formico e 3 mM de formiato de aménio. O
melhor tempo de corrida foi alcancado mantendo o fluxo da fase mével em 400
ML/min.

O novo método HILIC-EM/EM apresentou diversas vantagens quando
comparado a outros métodos descritos na literatura. Por exemplo, quando
comparado aos métodos por CG (BROHON; NOEL, 1978; LENNARD et al., 1978)
nao houve necessidade de etapas de derivatizacdo antes das injecdes, fato que
contribui para a reducao do tempo no preparo de amostras e custo das analises. Em
termos de rapidez, este método apresenta um dos menores tempos de corrida (3,5
min) para determinacdo das substancias de interesse no plasma. Métodos com
tempo de corrida pouco menor foram descritos, porém estes monitoram apenas a
metformina isoladamente (KOSEKI et al., 2005; MARQUES et al., 2007) ou utilizam
fluxos muito altos (> 1mL/min) (BONDE et al., 2013; POLAGANIA et al., 2013), o que
aumenta a producao de lixo ambiental e o custo das analises.

Recentemente um método rapido para o monitoramento da metformina em
plasma foi alcancado através dessorcdo térmica por laser de diodo/ ionizacdo
guimica a pressao atmosférica, uma técnica de introducédo direta da amostra onde os
analitos sdo dessorvidos simultaneamente dentro do espectrdbmetro de massas sem
0 uso de colunas cromatograficas (SWALES; GALLAGHER; PETER, 2010). No
entanto, esse sistema resultou em variacdes significativas de precisdo e exatidao,
possivelmente devido a supressao ibnica e/ou efeito matriz.

O interesse em métodos HILIC-EM/EM tem aumentado nos ultimos anos,
tendo em vista que nesse sistema uma quantidade maior de solvente organico é
utilizada para compor a fase movel, o que favorece a ionizacdo dos compostos e
aumenta consideravelmente a sensibilidade no detector de massas (YANG;
BOYSEN; HEARN, 2009). Nesse contexto, o método desenvolvido apresentou
limites de detecgéo (item 4.3.1) aproximadamente 2 (LIU et al., 2009), 3 (AMINI,
AHMADIANI; GAZERANI, 2005), 5 (TACHE et al., 2001), 10 (YUEN; PEH, 1998;
ZARGHI et al.,, 2003), 20 (RASHID et al., 2014) e 40 (CHHETRI; THAPAA;
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SCHEPDAELB, 2013) vezes menor que os obtidos com CLAE-UV e pelo menos 75
vezes menor que os obtido com eletroforese capilar (SONG et al., 1998).

Para metformina o novo método também apresentou limites de deteccdo e
quantificacdo similares ou menores que os limites obtidos com outros métodos por
CLAE-EM (GEORGITA et al., 2007; ZHANG et al., 2007; LIU; COLEMAN, 2009;
GEORGITA et al., 2010; SWALES: GALLAGHER; PETER, 2010; CHEN et al., 2011;
BONDE et al.,, 2013; POLAGANIA et al., 2013). Para a vildagliptina, os métodos
descritos foram desenvolvidos apenas para fins qualitativos (HESS; MUSSHOFF,
MADEA, 2011) ou apresentaram limites de deteccdo e quantificacdo 2 mil vezes
maior que os limites obtidos com o0 novo método (item 4.3.1).

O novo método HILIC-EM/EM é também o unico desenvolvido para a
determinacdo simultdnea da metformina e vildagliptina em plasma humano e
também foi totalmente validado de acordo com os guias modernos de validagdo. Um
tempo curto de corrida também foi alcangcado em virtude da seletividade do EM e ao
uso de fase movel isocrética. A faixa linear de deteccédo foi alcangcada com preciséao
e exatidao, e ndo houve producao significativa de residuos gracas ao baixo fluxo da

fase movel. Os cromatogramas representativos dos analitos e Pls sdo apresentados

na Figura 03.
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FIGURA 03: CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE-EM/EM (ESI+) DE UMA
AMOSTRA DE PLASMA FORTIFICADA COM METFORMINA, VILDAGLIPTINA,
METFORMINA COMPOSTO RELACIONADO B E PIRANTEL. Dados: PI: padréo interno.
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4.2 TESTES DE EXTRACAO / PRE-TRATAMENTO DA AMOSTRA

Ao término do desenvolvimento do método, diversos procedimentos de
extracdo foram conduzidos de modo a obter a melhor recuperacdo dos analitos e
Pls. Os testes incluiram extracdo em fase sodlida utilizando cartucho OASIS HLB
(balanco hidrofilico-lipofilico) e precipitacdo de proteinas com acetonitrila ou metanol
(contendo ou ndo 0,1% de acido férmico). A extracdo liquido-liquido nao foi testada
porque solventes organicos sdo incompativeis com substancias de alta polaridade,
caso da metformina, podendo ser esperada uma baixa particdo da metformina no
solvente organico, sendo necessaria varias etapas de extracdo para alcancar uma
boa recuperacdo. O grande problema é que aumentando o numero de etapas de
extracdo também aumenta a possibilidade de erro operacional (pipetagem, agitacao,
eficiéncia da extracéo, etc), fato que prejudica a reprodutibilidade da extracao.

Como resultado dos testes, a extracdo em fase sdlida nédo foi eficiente para
extrair os analitos ja que o cartucho HLB reteve apenas a vildagliptina (substancia
menos polar). Dessa forma dois sorbentes seriam necessarios para obter uma
adequada recuperacao dos analitos, um polar para extrair a metformina e outro ndo
polar para extrair a vildagliptina. Do ponto de vista de recuperacdo iSsO seria
interessante, porém o custo da andlise seria excessivo e a etapa de pré-tratamento
da amostra seria laboriosa.

A precipitacédo de proteinas (PPT) foi a Unica técnica que promoveu adequada
recuperacdo da metformina, vildagliptina e Pls. No entanto, as proteinas ndao foram
completamente precipitadas quando metanol (contendo ou ndo 0,1% de &cido
férmico) foi utilizado como agente precipitante. Além disso, as amostras com
metanol promoveram variacbes na pressdo do sistema, provavelmente pela
interacdo das proteinas remanescentes e fosfolipidios com a coluna hidrofilica.

O uso de acetonitrila e acetonitrila acidificada com 0,1% de acido formico
promoveu uma rapida precipitacdo das proteinas formando um precipitado denso
que foi facilmente removido por centrifugacdo. Além disso, 0 uso de acetonitrila
acidificada demonstrou maior eficiéncia de extracdo quando comparada com

acetonitrila pura e ndo foram evidenciadas variagdes significativas na recuperacao
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(CV<5%). Portanto, a técnica de precipitacdo de proteinas com acetonitrila contendo

0,1% de acido formico foi a primeira escolha para o pré-tratamento da amostra.

4.3 VALIDACAO DO METODO BIOANALITICO

4.3.1 Limites de deteccéo e limite inferior de quantificacdo

A alta sensibilidade do método desenvolvido foi demonstrada através dos
baixos limites de deteccdo (sinal-ruido >3) estimados em 1,5 ng/mL para a
metformina e 0,75 ng/mL para vildagliptina. O limite inferior de quantificacdo
baseado na relacdo sinal-ruido >10 com desejavel precisdo entre replicas de
amostras (CV <10%) foi estimado em 5,0 ng/mL para ambas metformina e

vildagliptina.

4.3.2 Seletividade

Os cromatogramas obtidos com plasma normal, hemolisado, lipémico e
plasma normal fortificado com analitos e Pls sdo apresentados nas Figura 03.
Conforme demonstrado, sinais interferentes da matriz biolégica apareceram
proximos aos tempos de retencdo de metformina e vildagliptina. No entanto, nenhum
desses sinais apresentou area superior a 5% da resposta do analito na
concentracdo LLOQ, ou seja, esses sinais encontram-se a nivel de ruido. O método

desenvolvido foi, portanto, considerado seletivo.
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FIGURA 04: CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE-EM/EM (ESI+) PARA O
ESTUDO DA SELETIVIDADE. Dados: (a) plasma branco normal, (b) plasma branco
lipémico, (c) plasma branco hemolisado, (d) plasma branco normal fortificado com
5,0 ng/ml de metformina, 5,0 ng/ml de vildagliptina, 350 ng/ml de metformina
composto relacionado B (PI) e 250 ng/mL de pirantel (PI).

4.3.3 Linearidade

Apbs trés dias de avaliacdo, as curvas de calibracdo da metformina e da
vildagliptina apresentaram excelente linearidade com coeficientes de correlacdo (r)
>0.99. As médias da equacéo linear, os coeficientes de correlacdo e as curvas
obtidas apds a andlise de regressao linear sdo apresentados nas Figuras 04 e 05.
Para cada curva, em cada nivel de concentracdo, as variacbes de precisdo e
exatiddo foram menores que 10%, conforme apresentado nas Tabelas 03 e 04.
Esses resultados indicam uma resposta confiavel dentro dos limites de concentragéo

estabelecidos.
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LIN_PREC_EXAT_28012014.rdb (VETFORMNAY: "Linear" Regression ("1 / (x* )" weighting): y = 11.2 x +-0.0819 (r = 0.9966)
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FIGURA 05: EQUACAO DA RETA, COEFICIENTE DE CORRELAC}AO E GRAFICO
DE LINEARIDADE DA METFORMINA OBTIDOS ATRAVES DE REGRESSAO
LINEAR 1/ x*x. Dados: Grafico obtido através de uma curva de calibracdo preparada
em plasma, em triplicata e em nove niveis de concentragdo. Os valores expressos
da equacdo da reta e do coeficiente de correlacdo sao referentes a média dos
resultados obtidos através das injecdes realizadas durante trés dias consecutivos

TABELA 03 - VALORES DE PRECISAO E EXATIE)AO OBTIDOS EM CADA NIVEL
DE CONCENTRACAO DA CURVA DE CALIBRACAO DA METFORMINA

Concentracéao Concentracéo Desvi . I
Composto nominal determinada esvio Premsa;o Exatldabo
(ng/mL) (ng/mL) padréo (CV%) (ER%)

5,0 5,25 0,341 6,49 5,01

12,5 11,36 0,482 4,24 -9,09

25,0 24,68 1,752 7,10 -1,27

37,5 35,40 0,181 0,51 -5,60

Metformina 50,0 47,29 1,768 3,74 -5,41
125,0 122,30 4,559 3,73 -2,16

250,0 262,45 6,381 2,43 4,98

375,0 397,52 21,417 5,39 6,01

500,0 537,65 6,102 1,13 7,53

Dados: *Coeficiente de variagéo; "Erro relativo
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LIN_PREC_EXAT 28012014.rdb (VILDAGLIPTINA): "Linear" Regression ("1 / (x * X)" weighting): y = 7.49 x + 0.0222 (r = 0.9973)
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FIGURA 06: EQUACAO DA RETA, COEFICIENTE DE CORRELACAO E GRAFICO
DE LINEARIDADE DA VILDAGLIPTINA OBTIDOS ATRAVES DE REGRESSAO
LINEAR 1/x*x. Dados: Grafico obtido através de uma curva de calibracdo preparada
em plasma, em triplicada, em nove niveis de concentragdo. Os valores expressos da
equacdo da reta e do coeficiente de correlacdo sao referentes a média dos
resultados obtidos através das injecdes realizadas durante cinco dias consecutivos

TABELA 04 - VALORES DE PRECISAO E EXATIE)AO OBTIDOS EM CADA NIVEL
DE CONCENTRACAO DA CURVA DE CALIBRACAO DA VILDAGLIPTINA

Concentracéao Concentracéao

Composto nominal determinada Desv~io Preciséao Exatidabo
(ng/mL) (ng/mL) padréo (CV%) (ER%)
5,0 4,90 0,395 8,06 2,07
12,5 13,04 0,875 6,71 -4,32
25,0 24,56 1,171 4,77 1,75
37,5 43,96 1,427 2,73 -4,64
Vildagliptina 50,0 52,32 1,400 1,33 -5,48
125,0 154,04 9,178 5,96 -2,69
250,0 251,50 1,517 0,60 -0,60
375,0 362,53 11,124 3,07 3,32
500,0 447,07 14,618 3,23 9,59

Dados: *Coeficiente de variac&o; "Erro relativo
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4.3.4 Teste de efeito residual (Carry over)

Os cromatogramas obtidos com injecdes alternadas de plasma branco e
amostras de plasma preparadas no nivel mais alto de concentracdo da curva de
calibracdo sdo apresentados na Figura 06. Nenhum pico interferente foi observado
no mesmo tempo de retencdo dos analitos e dos padrbes internos, ndo havendo,

portanto, risco de contaminacao causada pelo arraste dos analitos entre as injecoes.
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FIGURA 07: CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE-EM/EM (ESI+) ATRAVES
DE INJECOES ALTERNADAS DE (A) AMOSTRAS CONTROLE PREPARADAS NO
NIVEL MAIS ALTO DE CONCENTRACAO E (B) AMOSTRAS DE PLASMA
BRANCO. Dados: MET: metformina, VIL: vildagliptina, PIR: pirantel (padréo interno)
e METB: metformina composto relacionado B (padréo interno)
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4.3.5 Precisao e exatidao

Conforme demonstrado na Tabela 05, para todos 0s compostos uma
excelente precisdo foi alcancada com valores de CV menores que 7,05% para
analises intra-dia e menores que 9,01 para analises inter-dias. O novo método
também apresentou exatiddo satisfatéria com valores de ER menores que 11,15%
para analises intra e inter-dias. Os testes conduzidos com as amostras de controle
de qualidade de diluicdo (CQD) demonstraram que o resultado obtido com as
amostras diluidas sdo os mesmos daqueles obtidos com amostras ndo diluidas. Em

virtude desses resultados, o novo método foi considerado preciso e exato.

TABELA 05. VALORES DE PRECISAO E EXATIDAO OBTIDOS ATRAVES DO
METODO HILIC-EM/EM

Exatidao Precisao
Amostra =
Compostos i 0le Concae;rtézc;ao Intra-dia Inter-dia Intra-dia  Inter-dia
P ER% ER% (CV%)  (CV%)
(ng/mL)
CQ-LIQ 5,0 9,50 11,15 5,93 8,80
CQB 12,5 -4,24 0,03 7,05 9,01
Metformina CQM 100,0 2,12 3,24 4,74 7,99
CQA 375,0 7,88 4,74 2,37 8,85
CQD 1000,0 -1,88 2,56 2,72 6,56
CQ-LIQ 5,0 -3,35 2,53 1,85 3,50
CQB 12,5 6,77 10,06 3,42 3,73
Vildagliptina CcoM 100,0 3,67 8,68 2,72 6,06
CQA 375,0 5,60 -5,23 3,43 5,18
CQD 1000,0 -2,32 5,57 3,31 6,32
METB* - 350,0 5,31 3,39 2,89 7,45
Pirantel* - 250,0 -7,45 -4,32 2,22 3,63

Dados: METB: metformina composto relacionado B; CQ-LIQ: limite inferior de quantificacdo; CQB:
controle de qualidade de baixa concentracdo; CQM: controle de qualidade de média concentracao;
CQA: controle de qualidade de alta concentracao; CQD: controle de qualidade de diluicdo; ER%: erro
relativo; CV%: coeficiente de variacdo; *Padrédo interno; **Valor nominal apés diluigdo de 10 vezes.
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4.3.6 Teste de recuperagao

Os resultados de recuperacdo encontram-se sumarizados na Tabela 06. Para
todos os compostos uma recuperacdo satisfatéria (>75%) foi alcancada com alta
reprodutibilidade (CV <4,0%). A técnica de precipitacdo de proteinas com acetonitrila
(0,1% de acido formico) foi considerada efetiva para extrair do plasma metformina,

vildagliptina, pirantel (Pl) e metformina composto relacionado B (Pl).

TABELA 06. RECUPERACAO DA METFORMINA, VILDAGLIPTINA, PIRANTEL (PI)
E METFORMINA COMPOSTO RELACIONADO B (Pl) OBTIDAS ATRAVES DE
PRECIPITACAO DE PROTEINAS COM ACETONITRILA (0,1% ACIDO FORMICO)

Recuperacgao
Compostos Concentragéo Concentragdo Média de Precisdo da
adicionada recuperada recuperacao extracao
(ng/mL) (ng/mL+ DP%) (%) (CV%)
Metformina 12,5 11,63 £ 0,22 93,0 1,89
375,0 334,50 + 8,80 89,2 2,65
Vildagliptina 12,5 13,41 £ 0,20 107,3 1,49
375,0 387,08 £ 11,53 103,2 2,98
Metformina 350,0 340,73 £ 6,50 97,3 1,91
composto
relacionado B*
Pirantel* 250,0 189,90 + 7,29 76,0 3,83

DP: desvio padrdo; CV%: coeficiente de variacdo expresso em percentagem; *padréo interno

4.3.7 Efeito matriz

Os resultados do teste do efeito matriz encontram-se dispostos na Tabela 07.
Como é possivel visualizar, as variacbes (CV%) obtidas entre os fatores de matriz
normalizados (FMNs) de cada composto foram inferiores a 15% (quinze por cento),
indicando que o efeito da matriz biolégica na resposta dos analitos e Pls é

insignificante.
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TABELA 07 — VARIACAO DO FATOR DE MATRIZ NORMALIZADO (FMN) DA
METFORMINA E VILDAGLIPTINA CALCULADO PARA AVALIAR O EFEITO
MATRIZ (n= 8)

Efeito matriz

Compostos FMN
K%k Adia +
FMN Média + DP (CV%)
Metformina 0,0891(CQB) 0,0884 + 0,0009 1,04
0,0877(CQA)
Vildagliptina 1,1799(CQB) 1,2107 + 0,0435 3,59

1,2414(CQA)
DP: desvio padrédo; CV%: coeficiente de variacdo expresso em percentagem; *padréo interno; **FMN:
Fator de matriz normalizado calculado de acordo com a equacdo 04 para CQB e CQA dos dois
analitos.

4.3.8 Teste do aumento/supressao idnica

O grau de aumento ou de supresséao ionica foi investigado para verificar uma
possivel interferéncia no sinal das substancias causado pela co-eluicdo dos analitos
e Pls. Conforme demonstrado na Tabela 08, o grau de aumento ou de supresséo
ibnica foi inferior a 7,89%. Além disso, os valores de p> 0,05 indicaram que a média
das areas dos picos dos analitos ou Pls injetadas separadamente sdo similares as
areas obtidas com as substancias co-eluidas. Portanto, mesmo havendo co-elucdo
ndo houve efeito significativo que pudesse influenciar na quantificacdo das

substancias de interesse.

TABELA 08 — CO-ELUICAO DE PARES DOS ANALITOS E AS EXTENSOES
RELATIVAS DO AUMENTO OU SUPRESSAO IONICA MEDIDAS COM O NOVO
METODO HILIC-EM/EM

Co-eluicdo de pares dos analitos Extencao relativa do aumento ou supressao ibnica de
Analito (A Padrao A influenciado por B B influenciado por A
nalito (A) interno (B) (média% + CV, valor de p *) (média% + CV, valor de p *)
Metformina
Metformina composto -2,54 + 4,53 (p=0,2880) -7,89 + 3,84 (p=0,1081)

relacionado B

Vildagliptina Pirantel 3,23 £ 2,48 (p=0,2011) -4,96 £ 2,22 (p=0,1556)

Dados: CV%: coeficiente de variacdo expresso em percentagem; *teste t de Student pareado (95% de
confiancga)
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4.3.9 Teste de estabilidade

A Tabela 09 resume as diferencas entre os resultados obtidos com os analitos
e o0s padrbes internos armazenados sob diferentes condicbes, e os resultados
obtidos com amostras preparadas a fresco. Sob as condi¢bes avaliadas, os erros de
precisdo (CV%) e exatidao (ER%) foram menores do que 15%, indicando que nao
houve diferencas significativas nas respostas dos analitos de interesse apds o
manuseio e armazenamento das amostras. Portanto, uma adequada estabilidade foi

verificada.
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TABELA 09. ESTABILIDADE DA METFORMINA, VILDAGLIPTINA, PIRANTEL E METFORMINA COMPOSTO RELACIONADO B
(METB) SOB DIFERENTES CONDICOES DE ARMAZENAMENTO (n = 8)

- Metformina Vildagliptina METB* Pirantel*
Estabilidade _ _ _ _ _ _
Nivel 12,5 Nivel 375,0 Nivel 12,5 Nivel 375,0 Nivel 350,0 Nivel 250,0
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
. < Média recuperada (ng/mL + dp) 12,4+0,1 367,2+£5,4 12,4+0,1 3489 +£17,7 3459129 2445 + 3,8
©
©
8 CV (%) 0,78 1,48 0,73 1,78 0,84 1,57
©
©3 ER (%) -0,48 -2,07 -1,03 -2,48 -1,18 -2,19
" Média recuperada (ng/mL + dp) 11,8+0,5 345,2 + 20,2 12,1+0,2 348,9 +17,7 338,69 + 12,3 230,5+ 13,2
< O
R CV (%) 3,86 5,85 2,09 5,09 2,32 5,74
g ER (%) 5,31 7,95 2,01 -6,95 -3,23 -7,80
o Média recuperada (ng/mL + dp) 13,2+0,2 3415+21,2 12,2+0,3 355,1+17,1 337,1+11,4 260,7 £ 9,6
© @
£ER CV (%) 1,52 6,21 2,62 4,82 3,38 3,68
©3 ER (%) 5,60 -8,93 2,4 53 -3,69 4,28
© = Média recuperada (ng/mL + dp) 12,8 +0,2 381,3+4,5 12,7+0,2 383,18 +5,8 NA NA
()
2 = CV (%) 1,84 1,19 1,34 1,52 NA NA
o O
- O
8 é ER (%) 2,64 1,69 1,91 2,18 NA NA
5 © Média recuperada (ng/mL + dp) 11,9+0,4 354,82 + 16,8 12,1+0,3 377,4+10,3 NA NA
@
> CV (%) 3,36 4,73 3,63 2,73 NA NA
O S
-3 ER (%) -4,8 -5,38 3,2 0,64 NA NA
- Média recuperada (ng/mL + dp) 11,0+0,4 331,1+6,7 11,3+0,1 3256 +0,3 307,2+6,1 218,2+5,1
>
DB CV (%) 3,61 2,02 0,88 0,95 1,97 2,35
o O
O ©
o o
o ER (%) -10,2 -11,71 -9,94 -6,98 -12,23 -12,72
o

Dados: NA: ndo aplicavel; *Padréo interno; CV

: coeficiente de variagéo;

ER: erro relativo
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4.4 APLICACAO DO METODO

O novo método HILIC-EM/EM desenvolvido e validado nesse estudo foi
aplicado com sucesso na determinacdo da metformina e vildagliptina em amostras
reais de plasma humano. Os resultados sdo apresentados na Tabela 10. Conforme
demonstrado, nos trés tempos de coleta foi possivel quantificar a metformina e a
vildagliptina em amostras de voluntarios que receberam por via oral uma dose de
Glifage® (cloridrato de metformina 850 mg), Galvus® (vildagliptina 50 mg) e Galvus
Met® (vildagliptina 50 mg + cloridrato de metformina 850 mg). Os resultados
demonstraram a presenca de diferentes niveis dessas substancias no plasma dos
voluntarios, mostrando a variabilidade individual. Esses resultados indicam que o
novo método é adequado para a determinacdo da metformina e vildagliptina em
plasma humano e pode ser utilizado como uma ferramenta analitica para o

monitoramento clinico dessas substancias em pacientes com diabetes.

TABELA 10. QUANTIDADE DE METFORMINA E VILDAGLIPTINA DETERMINADA
NO PLASMA DE VOLUNTARIOS QUE RECEBERAM MEDICAMENTOS
CONTENDO OS FARMACOS SEPARADOS OU EM TERAPIA COMBINADA

Medicamentos

Tempo de coleta Glifage® Galvus® Galvus Met®
(horas) Metformina Vildagliptina Metformina Vildagliptina
ng/mL = DP ng/mL + DP ng/mL = DP ng/mL = DP
1 110,0 £ 12,21 6,78 + 1,48 114,0 £ 9,90 11,1+ 2,69
2 122,3+ 11,02 23,2+5,38 220,0 £ 57,07 22,9+ 4,95
3 108,3+ 7,51 32,8 £ 8,96 265,5+41,71 22,7+5,44

Dados: n=6; DP: desvio padrédo; Formulacdo comercial disponivel: Glifage® (cloridrato de metformina
850 mg), Galvus® (vildagliptina 50 mg) e Galvus Met® (vildagliptina 50 mg + cloridrato de metformina
850 mg)




5. CONCLUSAO




69
CONCLUSAO

O método HILIC-EM/EM desenvolvido nesse estudo apresentou-se adequado
para a determinacdo da metformina e vildagliptina no plasma humano. Dados do
estudo de validacdo demonstraram que o método é seletivo, linear, preciso, exato e
livre de efeitos residual e de matriz. Sob condicbes normais de trabalho uma
excelente estabilidade foi verificada para todos os compostos, tanto em matriz
quanto em solugdo. O novo método foi aplicado com sucesso em amostras reais de
plasma de voluntarios que receberam via oral comprimidos contendo metformina,
vildagliptina ou terapia combinada desses farmacos. O resultado mostrou a
variabilidade individual no nivel plasmético dessas substancias. Esses resultados
sugerem que o novo método pode ser utilizado como uma ferramenta no auxilio do
tratamento de pacientes com diabetes que utilizam metformina e vildagliptina, uma
vez que através do monitoramento plasmatico dessas substancias é possivel avaliar
a adesdo ao tratamento e realizar 0 ajuste de dose para garantir a efetividade do

tratamento.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

b)

f)

9)

h)

Vocé, homem ou mulher, estd sendo convidado a participar de um estudo
intitulado “Desenvolvimento de um método bioanalitico para a determinacéo de
metformina e vildagliptina em plasma humano”. E através das pesquisas
clinicas que ocorrem 0s avan¢os importantes em todas as éareas, e sua
participacédo é fundamental.

O objetivo desta pesquisa é desenvolver um método de andlise para dosear no
plasma a metformina e a vildagliptina. A partir de entdo poderemos monitorar a
guantidade dessas substancias no organismo, e entdo propor o ajuste de dose
para garantir a efetividade e a seguranca clinica do tratamento.

Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario comparecer ao CEB/UFPR,
localizado na Rua Prefeito Lothario Meissner, 632 — Jardim Botanico,
Curitiba/PR, para uma entrevista.

Durante o estudo vocé podera experimentar algum desconforto, principalmente
relacionado a puncéo proveniente da coleta de sangue.

E pouco provavel a intercorréncia de riscos no estudo mesmo porque nao
havera modificac6es quanto ao uso de seus medicamentos usuais 0s quais sdo
amplamente usados por diabéticos tipo 2. Para todas as coletas de sangue
serdo utilizados materiais estéreis e descartaveis.

Se for selecionado para o estudo, vocé devera comparecer ao Laboratério
Escola da UFPR localizado na Av. General Carneiro, 181, Curitiba/PR, em data,
local e hora determinados, onde sera realizada a coleta de sangue. ApGs o
almoco, vocé fara uso de seu medicamento normalmente e entdo sera
realizada coleta de 3 mL de sangue ap6s 1, 2 e 3 horas da administracdo do
seu remédio

Embora ndo exista nenhum beneficio direto pela sua participacdo, o0 mesmo
trar4 beneficios a populacdo que usa esse medicamento, pois a partir desse
estudo sera possivel ajustar a dose e garantir a efetividade e a seguranca do
produto.

O pesquisador Roberto Pontarolo, farmacéutico, professor e coordenador da
Po6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFPR € o responsavel pela
pesquisa, e podera esclarecer eventuais duavidas a respeito de sua
participacdo. A qualqguer momento vocé podera entrar em contato com o Prof.
Roberto pelo email pontarolo@ufpr.br, ou pelo telefone 41-33604094.

Estéo garantidas todas as informacdes que vocé queira, antes durante e depois
do estudo.
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Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e /ou responsavel legal _
Pesquisador Responsavel L

Orientador Orientado

CONSENTIMENTO POS-INFORMAGAO

Apb6s ter sido devidamente esclarecido sobre a justificativa, objetivos da pesquisa e os
procedimentos a que serei submetido, e receber a garantia de ser esclarecido sobre qualquer davida
e de ter a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento, consinto, de livre e

espontanea vontade, em participar da pesquisa “Desenvolvimento de um método bioanalitico para a
determina¢é@o de metformina e vildagliptina em plasma humano”.

Voluntario Testemunha




