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RESUMO

AGOSTINHO, O. V. L. Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos
eletroforéticos e cromatograficos para determinacdo de farmacos para o
tratamento do diabetes tipo 2. 2021. 107f. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, 2021.

O diabetes € uma doenca presente na populagdo com altos indices de prevaléncia,
onde o tipo 2 tem o maior percentual, e ha tratamentos amplamente disponiveis na
terapia medicamentosa, a qual existem muitos medicamentos. Para que o0s
medicamentos indicados nesta terapia sejam eficazes, sdo necessarios estudos para
o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de detectar e quantificar estes
farmacos na presenca de seus produtos de degradacao e outros interferentes como
0s excipientes de sua formulacdo. Nesta pesquisa, foram desenvolvidos métodos
analiticos utilizando as técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
eletroforese capilar (CE) para deteccdo e quantificacdo simultanea dos farmacos,
metformina (Mf) e a nateglinida (Ng), que s&o utilizados em associagcdo para o
diabetes tipo 2. As metodologias analiticas de cromatografia liquida em microemulséo
(MELC) e HPLC-HILIC foram desenvolvidas e validadas seguindo os critérios
exigidos. Para os métodos desenvolvidos por MELC e HPLC-HILIC foram utilizadas
as fases estacionarias, respectivamente, C18 (ACE 150 mm x 4,6 mm 5 ym) e
InfinityLab Poroshell 120 (HILIC 100 mm x 2,1 mm 2,7 um) e para CE a coluna capilar
de 60 cm x 75 um de d.i. Os métodos propostos foram lineares com coeficientes de
determinacao (R?) acima de 0,99, a preciséo (intra e inter-dia) DPR < 2,0%, a exatidao
em termos de porcentagem de recuperacao esteve dentro da faixa de 98% a 102%,
para ambos os métodos, obteve-se robustez proximo de 1,0 e recuperacdes 100% +
2%, o limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ) do método por HPLC foi,
respectivamente, Mf (0,001 pug.mL?* e 0,003 pg.mL?) e Ng (0,002 pg.mL* e 0,006
ug.mL?) e do método por CE foi Mf (0,010 pg.mL* e 0,033 pg.mL*) e Ng (0,026 pg.mL"
1 e 0,086 pug.mL?). Os farmacos foram detectados e o tempo de corrida de todos os
métodos foi aproximadamente 10 minutos. As metodologias desenvolvidas foram
desafiadas para demonstrar a seletividade dos métodos com degradacgéo forgcada em
meio acido, basico e hidrélise, que obtiveram produtos de degradacdo nos meios

acido e basico para HPLC e CE. Assim de acordo com os critérios estabelecidos pela



agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA), todos os métodos foram validados
conforme a RDC 166/17, e sédo seletivos, lineares, precisos, exatos e robustos. Os
métodos HPLC e CE propostos podem ser aplicados nas andlises de rotina na
indastria farmacéutica.

Palavras-chave: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Eletroforese Capilar,

Nateglinida, Cloridrato de Metformina, Diabetes.



ABSTRACT

AGOSTINHO, O. V. L. Development and validation of electrophoretic and
chromatographic analytical methods for determining drugs for the treatment of
type 2 diabetes. 2021. 107f. School of Pharmaceutical Sciences, University of S&o
Paulo, 2021.

Diabetes is a disease present in the population with high prevalence rates, where type
2 has the highest percentage, and treatments are widely available in drug therapy,
which has many medications. For the drugs indicated in this therapy to be effective,
studies are needed for the development of analytical methods capable of detecting and
quantifying these drugs in the presence of their degradation products and other
interferents such as the excipients of their formulation. In this research, analytical
methods were developed using the techniques of high-performance liquid
chromatography (HPLC) and capillary electrophoresis (CE) for simultaneous detection
and quantification of drugs, metformin (Mf) and nateglinide (Ng), which are used in
combination for type 2 diabetes. The analytical methodologies of liquid
chromatography by microemulsion (MELC), and HPLC-HILIC, using the HILIC column
as a stationary phase, were developed and validated following the required criteria.
For the methods developed by MELC and HPLC, the stationary phases were used,
respectively, C18 (ACE 150 mm x 4.6 mm 5 pum) and InfinityLab Poroshell 120 (HILIC
100 mm x 2.1 mm 2.7 um) and for CE the capillary column of 60 cm x 75 pm of the
proposed methods were linear with determination coefficients (R?) above 0.99, the
precision (intra and inter-day) DPR < 2.0%, the accuracy in terms of percentage of
recovery was within the range of 98% to 102%, for both methods, robustness was
obtained close to 1.0 and recoveries 100% * 2%, the limit of detection (LQ) and limit
of quantification (LQ) of the method by HPLC was, respectively, Mf (0.001 pg.mL-1
and 0.003 pg.mL-1) and Ng (0.002 pg.mL-1 and 0.006 pg.mL-1) and the method by
CE was Mf (0.010 pg.mL-1 and 0.033 pg.mL- 1) and Ng (0.026 pg.mL-1 and 0.086
pg.mL-1). The drugs were detected and the run time for all methods was approximately
10 minutes. The developed methodologies were challenged to demonstrate the
selectivity of the methods with study of forced degradation, which obtained degradation

products in the acidic and basic media for HPLC, and CE. Thus, according to the



criteria established by the national health surveillance agency (ANVISA), all methods
have been validated in accordance with RDC 166/17, and are selective, linear, precise,
accurate and robust. The proposed HPLC and CE methods can be applied in routine

analyzes in the pharmaceutical industry.

Keywords: High Performance Liquid Chromatography, Capillary Electrophoresis,
Nateglinide, Metformin Hydrochloride, Diabetes.
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vazao em 0,8 ML MIN™. L. e Péagina 87.

Figura 32: Cromatograma da solucdo padrao de nateglinida e metformina (20,0 ug mL* cada).
Condi¢des cromatogréficas: coluna Poroshell 120 HILIC (100 mm x 2,1 mm) 2,7 um; fase



movel: Acetonitrila e Tampéao formiato de aménia (95:5); elui¢cdo isocratica, detec¢cdo UV em
220 NM, Vaza0 €M 0,8 ML MmN, oo e e Pagina 88.

Figura 33: Curva analitica da Mf. ........cccooiiiiii e Pagina 89.

Figura 34: Curva analitica da NQ. ........ccooiaiiiiiiiii e Péagina 90.
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1. INTRODUCAO

O diabetes esta entre as doencas que mais levam o individuo portador a ébito,
estima-se que cerca de 382 milhdes de pessoas acometidas por esta doenca e o
namero que foi projetado para 2040 podera ser superior a 642 milhdes de pessoas.
Esta doenca apresenta-se de algumas formas, sendo a mais comum diabetes tipo 2
gue chega a mais de 90% dos casos. Os tratamentos mais indicados inicialmente para
o diabetes € a mudanca do habito de vida, incluindo uma dieta adequada e a pratica
de exercicios fisicos, e a terapia medicamentosa.

A terapia medicamentosa é composta por diversas substancias que sdo indicadas
caso a caso. A substancia mais utilizada para o diabetes e que esta na lista de
medicamentos essenciais da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) € a metformina
(MfF).

A metformina € um medicamento da classe das biguanidas, onde melhora o
controle glicémico através do aumento da sensibilidade a insulina e diminuicdo da
absorcdao intestinal da glicose. Este farmaco as vezes € prescrito em associacdo com
outros, como a nateglinida (Ng).

A nateglinida, também um medicamento utilizado para o diabetes, secretagogo da
insulina, o qual promove a reducao do nivel de glicose no sangue apos as refeicdes.
Este ativo ndo é utilizado isoladamente, sempre em associacdo com outro
medicamento.

Para que esses medicamentos sejam fabricados com qualidade e cumpram com
0 seu mecanismo de acéo, deve-se garantir gue os medicamentos estejam estaveis
durante sua validade, ndo perdendo sua poténcia e gerando produtos de degradacao
possivelmente téxicos. Com isso sao desenvolvidas metodologias analiticas seletivas
e gque possua alta detectabilidade e que eluem a substancia de interesse dos seus
produtos de degradacao, impurezas, excipientes ou outros interferentes.

Alguns métodos foram reportados para a determinagcdo de Ng e Mf
isoladamente e/ou com outros farmacos em diversas matrizes. A Ng é determinada
em formulacbes farmacéuticas e IFA utilizando HPLC com deteccdo UV pelas
farmacopeias (United States Pharmacopeia, 2020) (British Pharmacopoeia, 2020)
(European Pharmacopoeia, 2020). Também ¢é determinado em formulacdes
farmacéuticas utilizando HPLC com deteccdo UV (MADHAVI et al., 2008) e em
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amostras bioldgicas utilizando HPLC com deteccao UV (SANKALIA et al., 2007) (PANI
et al., 2012); e eletroforese capilar (CE) (YAN et al., 2004).

Foram encontradas metodologias na literatura para a determinacdo do Mf em
preparacdes farmacéuticas e fluidos biolégicos utilizando HPLC com detecgdo UV
(ABURUZ et al., 2003) (ABURUZ et al., 2005) (CHENG, 2001) (HUUPPONEN et al.,
1992) (KEAL et al., 1986) (KHAN et al., 2011) (SONI et al., 2012) (YUEN et al., 1998)
(ZARGHI et al., 2003), CE (SONG et al., 1998) (WEI et al., 2009) (YARDIMCI et al.,
2005) e entre outras.

Métodos indicativos de estabilidade foram pouco reportados para a técnica de
HPLC e nao reportados para a técnica de CE para as substancias de interesse.

A conducdo de método analitico por CE é importante para futuras
implementagfes dentro do controle de qualidade de farmacos e medicamentos como

uma técnica alternativa a outras ja aplicadas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Diabetes

Diabetes ou diabetes mellitus (DM) é um disturbio metabdlico caracterizado pela
perda total ou parcial da secrecdo de insulina e / ou resisténcia a acado da insulina,
levando a um estado crénico de hiperglicemia no sangue. O DM pode ter etiologia
multipla e quase inevitavelmente envolver alguma forma de desregulacdo no
metabolismo de carboidratos, gorduras e / ou proteinas. Se nao for tratado de forma
adequada, o DM leva a complica¢des, incluindo disfuncéo organica e, eventualmente,
morte. (ADA, 2018)

Os sintomas classicos apresentados por pacientes com DM incluem sede, politria,
visdo turva, perda de peso inexplicada, cetoacidose e condi¢cdes hiperosmolares.
Infelizmente para quem sofre de DM, a hiperglicemia pode néo levar a manifestacao
desses sintomas e complicacfes e danos aos tecidos costumam ocorrer antes do
diagnéstico. A caracteristica patolégica mais comum do DM crénico / grave é a
retinopatia que pode levar a cegueira, nefropatia e / ou insuficiéncia renal, e neuropatia
e disfuncdes autonémicas que levam a Ulceras de membros e amputacédo. A ligacéo
entre diabetes e complicacdes cardiovasculares também foi bem estabelecida e os
portadores de DM estdo sob maior risco de doencas periféricas, vasculares e
cerebrovasculares. Essas mudancas patoldgicas, tanto em nivel molecular, celular e
sistémico. (Taba’k, 2012) (ADA,2018)

As causas subjacentes do diabetes séo a producéao insuficiente de insulina devido
a destruicado das células B pancreaticas, resisténcia a insulina ou uma combinacao de
ambas. Para isso, diversos processos patogénicos estdo envolvidos, levando ao
desenvolvimento de anormalidades no metabolismo de carboidratos, gorduras e
proteinas. Historicamente, o DM foi classificado como Diabetes Mellitus Insulino
Dependente (DMID) ou Diabetes Mellitus N&o Insulino Dependente (DMNID). (WHO,
2016).

A classificacdo do DM é agora, no entanto, principalmente baseada na etiologia da
doenga como segue:

e Diabetes tipo 1 (DT1): Inclui formas imunomediadas ou idiopaticas de

destruicdo de células B, que leva a deficiéncia absoluta de insulina. A
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resisténcia a insulina ndo € comum aqui e, portanto, a dependéncia total da
insulina administrada externamente € necessaria para manter a vida.

e Diabetes tipo 2 (DT2): envolve uma perda progressiva da secrecéo de insulina
das células B, muitas vezes associada a resisténcia a insulina. A doenca
geralmente tem um inicio na idade adulta que pode comecar com o corpo sendo
insensivel a insulina e alguma forma de deficiéncia de insulina. A etiologia do
DT2 tem um componente muito forte de predisposi¢cao genética.

e Diabetes tipo 3: esta categoria inclui uma ampla gama de tipos especificos de
diabetes resultantes de alguma forma de defeitos genéticos na acéo da insulina
ou em doencas. Os exemplos incluem as sindromes de diabetes monogénicas,
como diabetes neonatal e diabetes do jovem na maturidade, doencas do
pancreas exécrino com fibrose cistica como causa bem estabelecida e diabetes
induzido por drogas/produtos quimicos, incluindo o uso prolongado de
glicocorticéide apds transplante de 6rgéo, tratamento da AIDS etc.

e Diabetes tipo 4: diabetes mellitus gestacional (DMG) frequentemente
diagnosticado durante o segundo ou terceiro trimestre da gravidez. (ADA, 2018)

Com a etiologia do DM e seus principais fatores de risco, incluindo a obesidade,
bem estabelecidos nos udltimos anos, a classificacdo padronizada e os critérios
diagnosticos foram publicados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS).
(ABTEMARIAM, 2019)

De acordo com a atual classificacdo baseada na etiologia, a principal causa de
DT1 é a destruigcdo das células B das ilhotas pancreaticas, onde os pacientes séao
propensos a cetoacidose. Isso inclui a destruicao autoimune mediada de células B e
outras formas chamadas de DT1 idiopatica, onde nem a patogénese nem as causas
sao conhecidas. Quando a causa especifica da destruicao das células (3 é identificada,
como nos casos de fibrose cistica, defeitos mitocondriais etc., elas ndo sé&o
classificadas como DT1. Para evitar cetoacidose, coma e morte, 0S pacientes com
DT1 precisam de administragdo de insulina. Uma caracteristica comum do DT1 é a
deteccao de anticorpos como marcadores dos processos de destruicao de células B
autoimunes, incluindo anti-GAD (autoanticorpos de descarboxilase do acido
glutamico) ou anticorpos de insulina. Nos casos de DT2 idiopatica que € comumente
expresso em nao-caucasianos, no entanto, os marcadores do processo autoimune
podem néo ser evidentes. (ABTEMARIAM, 2019) (ADA, 2018)
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Ao contrario do DT1, a deficiéncia de insulina no DT2 é relativa e ndo absoluta e,
portanto, a resisténcia a insulina desempenha um papel importante. Considerando
que algum grau de producdo de insulina € mantido na DT2, esses sujeitos ndo
precisam de tratamento com insulina para sobreviver pelo menos no primeiro estagio
da doenca. Por esta mesma razao, a hiperglicemia resultante em DT2 pode néo ser
grave o suficiente para causar sintomas perceptiveis ou iniciar a deteccdo clinica
precoce. O sintoma comum de DT1, cetoacidose, também ndo é comum em DT2.
Como resultado, os pacientes com DT2 podem estar sob alto risco de desenvolver
complicacBes macro e microvasculares. Um dos fatores de risco comuns para DT2
gue surgiu nas ultimas décadas € a obesidade e/ou gordura abdominal. (Diabetes UK,
2018) (WHO, 2016)

A associacdo de DT2 com predisposicao familiar e/ou genética foi estabelecida e
diferencas na etiologia e gravidade das doencas entre os diferentes grupos
raciais/étnicos foram relatadas. Em pacientes obesos com DT1, por exemplo, a
resisténcia a insulina também pode ser comum, enquanto em DT2, os pacientes
podem ter um nivel ainda mais alto de insulina no sangue em compara¢cdo com
individuos normais, mas o nivel excessivo de glicose exigiria um nivel ainda maior de
producado de insulina que nao pode ser atendida devido a disfungao das células (.
Consequentemente, o nivel aumentado de resisténcia a insulina exige mais producao
de insulina que ndo pode ser sustentada pelas células B pancreaticas. Em alguns
casos de DT2, a sensibilidade normal a insulina juntamente com a secrecdo de
insulina prejudicada também é identificada. No DT2, o tratamento farmacol6gico
geralmente em combinacdo com mudancas no estilo de vida, como perda de peso e
medidas dietéticas, bem como atividade fisica, sdo necessarios para controlar as
doencas. (ADA, 2018) (WHO, 2016)

2.2. Tratamento para o diabetes

O tratamento atual do DT2 visa manter o controle glicémico adequado, seja com
dieta hipocaldrica, aumento da prética de exercicios fisicos ou uso de medicacdes
(ARAUJO et al., 2000).

Para o tratamento existem diversos agentes com mecanismos distintos, séo eles:
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Biguanidas: o exemplo classico de biguanidas, frequentemente chamadas de
sensibilizadores de insulina, é a metformina, que atualmente é empregada como o
principal antidiabético oral de primeira linha para o tratamento de DT2. A introducéo
da metformina como um medicamento antidiabético na década de 1950 foi
interessante do ponto de vista histérico, onde compostos derivados de plantas atuam
como a espinha dorsal das descobertas de medicamentos modernos. A classe de
compostos baseados no esqueleto de guanidina como agente antidiabético veio do
uso medicinal da Galega officinalis (familia Fabaceae) na Europa e em outros lugares
durante séculos. A planta é conhecida pelo seu nome comum como galega, arruda-
de-cabra, lilas francés, fitch italiano ou erva-professora. Sua regido nativa é a Europa,
a Asia principalmente as regides temperadas e o Paquistdo, mas tem sido
amplamente difundida em todo o mundo para usos, incluindo cultivo de forragem,
planta ornamental, planta apicola e como esterco. A planta agora também é vista
como uma erva daninha invasora e toxica tanto para humanos quanto para animais,
dai seu nome, arruda-da-cabra. (ABTEMARIAM, 2019) (PIERA-MARDEMOOTOO et
al., 2018)

| H

H
H,N._NH, HoN_ _N _N._N. __NH,

NH NH NH
Guanidina Galegina Metformina

H H N._N._NH,
b NH NH

NH NH
Buformina Fenformina

Figura 1: Estruturas quimicas das Biguanidas.

O principio ativo do Galega officinalis que atribui ao seu efeito antidiabético € a
guanidina Figura 1 que se apresenta na planta como galegina (1- (3-metil-2-buten-1-
i) guanidina). Como um produto natural, a guanidina pode ser obtida pela degradacao
da guanina e, portanto, a caracteristica unica de sua presenca na Galega officinalis,
reside na incorporagdo da unidade de isopreno da via de biossintese dos terpendides
na estrutura da galegina Figura 1. Embora a galegina seja menos tdxica do que a
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guanidina, seus estudos clinicos como agente antidiabético durante as décadas de
1920 e 1930 nao tiveram sucesso, exceto o estudo que levou a descoberta das
biguanidas como uma classe de compostos antidiabéticos. (ABTEMARIAM, 2019)
(INZUCCHI et al., 2014)

Sulfonilureias: sdo um grupo de agentes antidiabéticos atualmente empregados
como opcdes de tratamento de segunda linha para a DT2. Seu efeito de reducéo da
glicose no sangue esté relacionado a sua capacidade de aumentar a secrecdo de
insulina das células 3 pancreaticas, bloqueando os canais KATP. Ao inibir os canais
de potassio das células B pancreaticas, eles causam a despolarizagao da membrana,
levando a abertura dos canais de calcio voltagem-dependentes. O aumento
subsequente na concentracdo intracelular de Ca?* desencadeia a exocitose de
insulina. Por isso, sdo considerados medicamentos com acgédo dos secretagogos da
insulina. O mecanismo exato de como as sulfonilureias agem nos canais KATP das
células B pancreaticas também foi estabelecido e esta ligado ao canal que possui dois
componentes: 0 poro transmembrana através do qual fluem os ions de potassio e a
subunidade reguladora (SUR-1). O SUR-1 atua como um receptor para sulfonilureias
e a ligacdo receptor-ligante desencadeia o fechamento dos canais de ATP sensiveis
ao potassio. (ABTEMARIAM, 2019) (ADA, 2018) (LEE et al., 2014) (SEINO, 2012)
Suas caracteristicas sdo resumidas da seguinte forma:

- Além de estimular a secrecdo de insulina, eles suprimem a gliconeogénese no
figado;

- Diminuir a quebra de lipidios em acidos graxos;

- Reduz a depuracgéao da insulina no figado;

- Usado como monoterapia de segunda linha ou em combinacdo com outros
medicamentos antidiabéticos orais (exceto 0s secretagogos de acao rapida) ou
insulina;

- As sulfonilureias de primeira geragao (por exemplo, acetohexamida, clorpropamida,
tolazamida e tolbutamida) tém meia-vida mais longa, maior risco de hipoglicemia e
inicio de acao mais lento em comparag¢ao com a segunda geracao;

- Sulfonilureias de segunda geracao (por exemplo, glipizida, glimepirida e gliburida /
glibenclamida) sendo mais potentes e de perfil mais seguro sdo agora a opgao
preferida com a glimepirida comumente prescrita. Glibenclamida, glipizida e

glimepirida s&o conhecidos por se ligarem aos receptores SUR-2 A e B e podem nédo
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ser recomendados para pacientes cardiacos de alto risco, como aqueles com doenca
arterial coronariana;
- A maioria das sulfonilureias € metabolizada no figado e eliminada pelo rim e,
portanto, deve ser evitada por pacientes com doencgas renais ou hepaticas avancadas.
Portanto, essas drogas podem néo ser recomendadas uma vez que a TFG cai abaixo
de 40 mL/min. (ABTEMARIAM, 2019) (LEE et al., 2014)

As estruturas das sulfonilureias sdo mostradas na Figura 2 e geralmente

representam um dos farmacos mais antigas introduzidas no mundo.
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Figura 2: Estruturas quimicas das sulfonilureias.
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Meglitinidas: sédo representadas por repaglinida e nateglinida (Figura 3). Eles tém
muito em comum com a sulfonilureia pelo fato de serem secretagogos e mediarem
seu efeito ligando-se ao receptor de sulfonilureia (SUR-1) nas células 3 pancreaticas.
Seu efeito de receptor mais fraco e, portanto, duracdo de acdo mais curta como
secretagogos de insulina, e dependéncia de concentracdo mais alta de glicose para
estimular a liberagcdo de insulina os torna uma alternativa mais fraca para as
sulfonilureias. Geralmente apresentam um inicio de acdo rapido e meia-vida curta, e
sdo usados para direcionar a hiperglicemia p6s-prandial sem o risco de hipoglicemia
retardada. Portanto, eles tém como alvo principal a primeira fase da secrecdo de
insulina estimulada por glicose das células B pancreaticas, que é suprimida em
pacientes com DM2. E importante notar também que a fase inicial da liberacdo de
insulina também est4 associada a supresséo da gliconeogénese (pela insulina) no
figado durante o estado pos-prandial. A nateglinida € um derivado da d-fenilalanina
com inicio de acdo ainda mais curto do que a repaglinida, e essas caracteristicas
significam a necessidade de dosagem multipla. Foi observada a rapida absor¢céo de
repaglinida ap6s administracdo oral imediatamente antes das refeicbes para atingir o
pico de concentracdo plasmatica em 1 hora. Em comparacao com as sulfonilureias,
eles tém menor risco de hipoglicemia e ganho de peso e geralmente podem induzir
uma reducdo na HbAlc de 1-2% como monoterapia. (ABTEMARIAM, 2019)
(Canadian Diabetes Association Clinical Practice Guidelines E., 2016) (HARE et al.,
2010)
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Figura 3: Estruturas quimicas das Meglitinidas
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A Ultima classe desenvolvida foram os inibidores da enzima cotransportadora de
sbdio/glicose-2, representados por dapaglifozina, canaglifozina, empaglifozina,
ipraglifozina, dentre outros. Estes tém acgao independente da secrecdo ou acéo de
insulina, atuam nos rins inibindo a recaptacao tubular da glicose para o sangue,
aumentando a glicosuria. (KIM & BABU, 2012).

2.2.1.Nateglinida

Nateglinida é um derivado de aminoacido que reduz os niveis de glicose no sangue
e estimula a secrecao de insulina. Quimicamente, que é formulada como (-)-N-[(trans-
4-isopropilciclohexil) carbonil-d-fenilalanina. Sua formula molecular € C19H27NO3 e sua
massa molar é 317,429 g/mol e é utilizado no tratamento de diabetes mellitus tipo 2
(USP, 2010).

As propriedades farmacocinéticas da nateglinida ndo estdo alteradas em
individuos mais idosos, com insuficiéncia hepatica ligeira a moderada e com
insuficiéncia renal. Verifica-se uma diminuicdo de 49% na concentragcdo maxima da

nateglinida em doentes diabéticos dependentes de dialise (INFARMED, 2006).
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Figura 4: Estrutura quimica da Nateglinida
(Fonte: https://chemicalize.com)

O mecanismo de acao da nateglinida é semelhante ao das sulfonilureias, residindo
a sua diferenca nas propriedades farmacocinéticas. Em diversos estudos revelou ter
um inicio rapido de acao e duracéo curta de efeito. Tem surgido alguns trabalhos que

sugerem que as alteracdes macrovasculares associadas a diabetes mellitus tipo 2 se
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correlacionam com a hiperglicemia pds-prandial, havendo vantagem em farmacos que
a diminuissem. Nos diabéticos, esta hiperglicemia pos-prandial dever-se-ia a uma
incapacidade das células beta dos ilhéus de Langerhans em segregar insulina.
Existem alguns estudos que sugerem algum efeito da nateglinida, demonstrando que
este farmaco restabelece a fase precoce ou primeira fase de secrecao de insulina
durante uma refeicdo (INFARMED, 2006).

2.2.2.Cloridrato de Metformina

A metformina € um agente anti-hiperglicémico oral usado para tratar DT2,
pertencente a classe de medicamentos orais para diabetes biguanidas. A metformina
ndo tem um efeito direto sobre as células beta pancreaticas, mas reduz a glicose no
sangue, reduzindo a producao de glicose hepatica e melhorando a utilizagcéo periférica
da glicose (por exemplo, no musculo). Aumenta a sensibilidade muscular a insulina e
aumenta o metabolismo da glicose muscular. A metformina € usada para diminuir a
producdo hepética de glicose, diminuir a absorcao intestinal de glicose e melhorar a
sensibilidade a insulina, aumentando a captacdo e utilizacao periférica de glicose.
Assim, reduz as necessidades de insulina sem qualquer efeito direto para aumentar a
secrecdo de insulina. Também pode aumentar os receptores de insulina nos tecidos.
Em doses terapéuticas, a metformina ndo causa hipoglicemia. (MARCK et al.,
2021)

Sua férmula estrutural € 1,1-dimetilbiguanida e molecular C4H11Ns, e sua massa

molar € 129,167 g/mol.

HaNT N N,CHS
CHa

Figura 5: Estrutura quimica do Cloridrato de Metformina
(Fonte: www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/phr1084?lang=en&region=US)

2.3. Desenvolvimento de métodos analiticos
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Todos os dias, tem-se a necessidade de desenvolver um método analitico por
separacao. Considerando que abordagens individuais podem exibir uma diversidade
consideravel, o desenvolvimento do método muitas vezes segue uma série de etapas,

descritas na Figura 6.

* Informacdes sobre a amostra, definir metas de separacéo.

* Necessidade de procedimento de HPLC especial, pré-tratamento de
amostra, etc?

» Escolha do detector e suas configuracoes.

» Escolha o método; corrida preliminar; estimar melhores condi¢des de
separacao.

» Otimize as condi¢des de separacgao.

* Verifiqgue se ha problemas ou requisito para procedimento especial.

* a) recuperar material purificado;
* b) calibrac&o quantitativa;
* ¢) método qualitativo. )

+ Validar método para liberacao para o laboratério de rotina.

€E€E€€€CCECL

Figura 6: Passos para desenvolvimento de método analitico. (SNYDER, 1997)
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Existe hoje uma boa compreensao pratica da separacdo e como isso varia com a
amostra e com as condi¢cdes experimentais. Alguma abordagem sistematica para o
desenvolvimento do método deve ser baseada neste conhecimento do processo. Na
maioria dos casos, uma separacdo desejada pode ser alcancada facilmente com
apenas alguns experimentos. Em outros casos, uma consideravel quantidade de
experimentacdo pode ser necessaria. Uma boa estratégia de desenvolvimento de
método deve exigir apenas quantas execugdes experimentais forem necessarias para
alcancar o resultado desejado. (SNYDER, 1997)

Idealmente, cada experimento contribuird para o resultado para que nao haja
corridas perdidas. Normalmente, isso requer que os resultados de cada execucao
sejam avaliados antes de prosseguir com 0 proximo experimento. As vezes as
estruturas quimicas dos componentes da amostra sdo conhecidas, outras vezes este
nao é o caso. O desenvolvimento do método deve ser 0 mais simples possivel, mas
deve permitir o uso de ferramentas sofisticadas, se estiverem disponiveis. (SNYDER,
1997) (SANCHEZ et al., 2018)

2.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida é uma técnica analitica para separacao de substancias em
misturas, com fundamento nas diferentes velocidades de migracdo dessas
substancias, em relacdo das afinidades relativas pelas duas fases: a fase mével e a
fase estacionaria. (COLLINS et al., 1995)

Nas separagbes por HPLC a amostra € eluida pela fase movel, que pode ser
solvente, tampdes ou a mistura deles, que através de uma fase estacionaria tem
interacdo com a amostra realizando a eluicdo dos analitos de interesse. (HOLLER,
2009)
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Figura 7: Sistema de cromatografia liquida.

HPLC tem capacidade de realizar separacdes e analises quantitativas de grande
guantidade de compostos presentes em Varios tipos de amostra, em escala de tempo
de poucos minutos, com alta resolucao, eficiéncia e sensibilidade (COLLINS et al.,
1995).

2.4.1.Cromatografia Liquida baseada em Microemulséao

As microemulsdes séo definidas como uma mistura, termodinamicamente estavel
e isotrépica de Oleo e agua. A tensao interfacial entre 6leo e agua é diminuida pela
adicao de surfactante frequentemente em combinacdo com co-surfactante. O dodecil
sulfato de sédio (SDS) é um surfactante comum e amplamente utilizado e os alcoois
de cadeia média, como butanol ou pentanol, sdo co-surfactantes comumente usados.
Estes sdo classificados em dois tipos como 6leo em agua (o / a) em que a gota de
Oleo é dispersa na fase de agua e agua em 0leo (a / 0) em que a gota de agua é
dispersa na fase de Oleo.

(A) (8)

Figura 8: Microemulsdes (A) 6leo em agua (o/a); agua em 6leo (a/o).
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Microemulsbes o/a ou a/o, ambas tém sido usadas como fases moveis para
separacdo em cromatografia liquida de alto desempenho em microemulsdo (ME-
HPLC), uma técnica para separar, resolver, detectar e quantificar solutos dentro de
uma determinada amostra. Essa nova técnica tem aplicacdo consideravel nos campos
da quimica analitica e controle de qualidade. Microemulsfes a/o foram usadas pela
primeira vez como eluentes para HPLC em 1986 e cromatografia liquida baseada em
microemulsdo o/w (MELC) usando colunas de fase reversa (RP) apareceram pela
primeira vez na literatura em 1992. Desde ent&o, tem havido um aumento recente de

interesse nesta area com novas aplicacfes e desenvolvimentos.

2.5. Eletroforese Capilar

7

A palavra eletroforese é originada do grego electro, eletricidade; phoresis,
transporte. Assim, a técnica de eletroforese é definida como uma técnica de
separacao baseada na diferenca de migracdo de compostos ibnicos ou ionizaveis na
presenca de um campo elétrico. (SPUDEIT, 2012).

A instrumentacdo bésica da eletroforese capilar (CE) consiste em um aparelho
semelhante ao da Figura 9. Um capilar de abertura estreita (20-200 ym I.D.) é
preenchido com uma solucdo eletrolitica (eletrélito, BGE) e uma alta voltagem é
aplicada entre as duas extremidades do capilar. Embora ndo seja estritamente
necessario, a maioria dos instrumentos comerciais permite o controle da temperatura
do capilar. (AMEZQUETA et al., 2020)
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Figura 9: Sistema de eletroforese capilar

Quando o campo elétrico é aplicado através do liquido, 0os ions na amostra migram
através do capilar em diferentes taxas e direcbes de acordo com seu tamanho e 0
sinal de sua carga. Se a amostra for colocada na extremidade anddica do capilar, 0s
cations carregados positivamente migrardo em direcdo ao eletrodo carregado
negativamente (catodo) e os anions carregados negativamente migrardo em direcao
ao eletrodo carregado positivamente (anodo). As taxas de migracado dependerdo da
relacdo carga / tamanho, ou seja, ions menores irdo migrar mais rapido do que ions
maiores com a mesma carga, e ions de carga mais alta irdo migrar mais rapido do que
ions com carga mais baixa, se eles forem do mesmo tamanho (Figura 10). Os
compostos neutros ndo serdo atraidos ou repelidos pelos eletrodos e se moverao
todos juntos na taxa do fluxo eletroosmatico (EOF). (AMEZQUETA et al., 2020)

co@Oo®oee (-]

Anodo Catodo

»

Fluxo Eletroosmoético

Figura 10: Principio de separacéo da Eletroforese Capilar em Zona (CZE)
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Um dos processos fundamentais que impulsionam a CE € a eletroosmose. Este
fenbmeno € consequéncia da carga superficial na parede dos capilares de silica
fundida. Os grupos silanol carregados negativamente em contato com o tampao
atraem os ions carregados positivamente do tampdao, criando uma dupla camada
elétrica (Figura 11). Quando uma tensao € aplicada, os cations solvatados na parte
difusa da camada dupla migram em direcéo ao catodo, o que provoca um fluxo liquido
de solucdo tampéao na direcao do eletrodo negativo, denominado EOF. (AMEZQUETA
et al., 2020)

\S:i/ S:i S:i S:i \S:i/ S:i S:i S:i
O: Oy Oy O O O O O
Camada fixa @@@@@@@@ ®@ ®@ ®® ®@

. @45 @ ®
Camada moével @ @ @ @ ®® @ @ g ®®

Fluxo Eletroosmético Q

Figura 11: Geracdo do EOF dentro do capilar.

2.6. Validacdo de Métodos Analiticos

A validacao é o processo de provar que um método analitico é aceitavel para seu
proposito pretendido. Isso significa que o objetivo final do processo de validagcéo é
fornecer evidéncias de que o método esta pronto para obter resultados confiaveis. A
validacéo analitica é realizada para garantir que todas as medi¢Ges futuras na analise
de rotina serdo préoximas o suficiente do valor verdadeiro desconhecido para o
contetido do analito na amostra. E absolutamente importante ndo misturar os termos
métodos analiticos e bioanaliticos, pois ambos servem a propdésitos diferentes e
cobrem parametros diferentes para seus procedimentos de validacao especificos.

Quando um laboratorio se interessa em realizar um novo procedimento analitico,
uma das etapas mais importantes é a sua validacao. A necessidade de os laboratérios
usarem um método de analise totalmente validado agora € universalmente aceita e /

OU necessaria em muitos setores de analise.
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Categoria Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinagao do principio ativo
em produtos farmacéuticos ou materias-primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacao
1 de impurezas e produtos de degradacao em produtos
farmacéuticos e matérias-primas

Testes de performance (por exemplo: dissolucédo, liberacao
do ativo)

\Y) Testes de identificacao

Quadro 1: Classificacédo dos testes e sua finalidade.

Teste de Doseamento
Impurezas -dissolugdo (quantificagio)
Parimetro Avaliado Identificacio _ )
-uniformidade de contetdo
Quantitativo Ensaio Limite
-poténcia
Exatidio nio sim nio Sim
Precisdo Repetibilidade ndo sim ndo Sim
Precisio Intermediaria nio sim 'V nio sim V)
Seletividade sim sim sim sim
Limite de Detecgio nio ndo ¥ sim nio
Limite de quantificagdo nio sim nio ndo &
Linearidade nio sim nio sim
Intervalo nio sim nio sim

Quadro 2: Parametros a serem considerados na validagéo analitico.

(1) Nos casos em que foi conduzida a reprodutibilidade, ndo é necessario conduzir a
precisao intermediaria.

(2) Nos casos de ensaios de identificacao, pode ser necessaria a combinacao de dois
ou mais procedimentos analiticos para atingir o nivel necessario de discriminacéao.

(3) Pode ser necessario em alguns casos.

De acordo com a Farmacopeia Americana, validagao de métodos analiticos “é o
processo pelo qual € estabelecido, por estudos de laboratério, que as caracteristicas
executadas do método satisfazem o0s requisitos para as aplicagcbes analiticas

praticadas”. As caracteristicas analiticas tipicas usadas na validacdo de métodos séo:
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exatiddo, precisdo, seletividade, limite de deteccdo, limite de quantificacao,
linearidade, intervalo de aceitacéo, robustez ou resisténcia e conformidade do sistema
(PINTO et al., 2003).
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2.6.1.Parametros para a Validacao

2.6.1.1. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracéo da substancia em analise. A linearidade é
obtida a partir da curva de calibracdo que representa a resposta em funcdo da
concentracéo (ICH, 2005).

2.6.1.2. Precisao/Repetitividade

A precisdo é o grau de repetitividade entre os resultados de analises individuais
(ICH, 2005). As andlises podem ser realizadas em trés niveis de concentracfes
(baixa, média e alta) em triplicata. A precisdo intermédia pode ser realizada em trés
dias diferentes. A precisdo é expressa em termos de porcentagem do desvio padrao
relativo (YoRSD).

2.6.1.3. Seletividade

A seletividade do método € definida como a capacidade do método de medir e
diferenciar o analito de componentes que possam estar presentes na amostra, tais

como impurezas, compostos de degradacao ou componentes do veiculo (ICH, 2005).

2.6.1.4. Limites de Deteccéo e Quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) é a menor quantidade de analito presente em uma
amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, no
método de analise empregado sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas.
Enquanto o limite de quantificacdo (LQ) representa a menor quantidade de analito
presente em uma amostra que pode ser determinada com precisdao e exatidao

aceitaveis sob condi¢des experimentais estabelecidas.
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Os LD e LQ serao, matematicamente, calculados pelo método que se baseia no
desvio padrdao médio (DP) da resposta de diferentes concentracbes proximas ao
suposto limite de deteccéo e na inclinacao (I) da curva padréo. Realiza-se através da
analise quantitativa de trés amostras em triplicada, cada uma, em concentracdes

baixas, usando as Equacdes (ICH, 2005).

2.6.1.5. Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia com os resultados individuais
encontrados e um valor aceito como referéncia (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; ICH,
2005). Sao analisadas amostras em trés niveis de concentragdes (baixa, média e alta)
em triplicata. A exatiddo sera determinada a partir da relacdo percentual entre a

concentracdo média experimental e a concentracao teorica.

2.6.1.6. Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacbes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar
a avaliacdo da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método as variaces
nas condi¢cdes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucfes devem ser
incluidas no procedimento (ICH, 2005). Os parametros da analise de robustez seréo

voltagem, temperatura, comprimento de onda e tampé&o.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral desenvolver e validar métodos
analiticos de separacdo utilizando as técnicas de HPLC e CE para determinar
simultaneamente os farmacos Ng e Mf em presenca dos seus produtos de

degradacéo.

3.2. Objetivos Especificos

» Degradar os IFAs e medicamentos apdés serem submetidos a condi¢cbes de
estresse;

» Desenvolver os métodos analiticos por HPLC e CE para quantificacdo simultanea
da Ng e Mf em medicamentos e na presenca dos produtos de degradacéo;

» Validar os métodos desenvolvidos atendendo os parametros exigidos pelas
diretrizes da ANVISA, ICH e da Farmacopeia Americana (USP);

» Aplicar os métodos desenvolvidos e validados na quantificagcdo simultanea dos
IFAs, Ng e Mf, em formulacdes (comprimidos) de diversos fabricantes e
concentracoes.

» Comparar estatisticamente os métodos desenvolvidos e validados (CE e HPLC).
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MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Substancias Quimicas de Referéncia

Nateglinida
Cloridrato de metformina

4.1.2.Solventes e Reagentes

1-Butanol grau HPLC;
Agua Purificada grau MilliQ;
Acido acético glacial;

Acido orto-fosférico;

Acido cloridrico;

Acetato de etila;
Acetonitrila grau HPLC;
Dodecil sulfato de sodio;
Fosfato de sédio monobasico;
Fosfato de sddio dibasico;
Hidréxido de Sédio;
Isopropanol grau HPLC;
Metanol grau HPLC,;
Octano;

Peroxido de Hidrogénio.

Tetraborato de sodio

43
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4.1.3.Equipamentos

» Cromatégrafo Modelo HP Agilent 1100® com bomba quartenaria, degaseificador
online, amostrador automatico, aquecedor/resfriador de coluna e detector tipo UV e
DAD (Diode-Array Dectector), equipamento com software EzChrom OpenLab® para
processamento dos dados;

» UHPLC Thermofischer Ultimate 3000 com bomba quartenaria, desgaseificador,
forno, injetor automatico e detectores de arranjo de diodos (DAD), comprimentos de
ondas variavel (VWD) e detector corona (CAD) (USA) e software Chromilion;

» Sistema de Eletroforese Capilar Capel 205 - LUMEX®;

Espectrometro de massas Thermo Scientific™ Q Exactive Plus™ with AP-MALDI;
Balanca analitica Mettler Toledo®, modelo AB204;

Aparelho MilliQ-Plus, Milipore® para obtencéo de agua,;

Agitador tipo vortex AP56 — Phoenix; centrifuga 3-18K — Sigma;

Banho-maria com circulagéo, Marconi;

Banho ultra-sénico com aquecimento modelo 800A,;

pHmMétro digital modelo PG1800.

YV V. .V V V V VY
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4.2. Métodos

4.2.1. Desenvolvimento de método analitico para determinacéao
simultanea de Mf e Ng utilizando a técnica de

cromatografia liguida baseada em micro emulsdo (MELC)

Foi realizada uma anadlise critica dos trabalhos publicados na literatura para
verificar as condi¢des analiticas e determinacéo quantitativas em HPLC com propésito
de desenvolver metodologia mais simples e mais rapida. Foram realizados
levantamentos sobre as caracteristicas quimicas, fisico-quimicas das substancias em
estudo tais como solubilidade, pKa, LogP. Também foram avaliadas a composicao, a
forca cromatografica, a seletividade da fase movel, necessidade de utilizagdo de
tampao, coluna mais adequada. Desta forma, encontramos a melhor condi¢do
analitica para a separacao, identificacdo e quantificacdo dos farmacos otimizando o

tempo de corrida deles.

4.2.1.1. Preparo das solucgoes

Solucdo estoque de Nateglinida

Foi pesado analiticamente 2,0 mg do padrédo de Ng e transferido para um balédo
volumeétrico de 2,0 mL, adicionando-se 1,0 mL de metanol grau HPLC para solubilizar
a substancia. Apos a total solubilizagéo, o volume foi completado para 2,0 mL com
adgua deionizada (Milli-Q®). Obteve-se uma concentracdo de 1,0 mg mL?! e foi
armazenada sob refrigeracédo (2 a 8°C), e diluida apropriadamente no momento da

analise.

Solucdo estoque de Metformina

Foi pesado analiticamente 2,0 mg do padrdo de Mf e transferido para um balédo

volumétrico de 2,0 mL, adicionando-se 1,0 mL de metanol grau HPLC para solubilizar
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a substancia. Apoés a total solubilizacdo, o volume foi completado para 2,0 mL com
agua deionizada (Milli-Q®). Obteve-se a concentracdo de 1,0 mg/mL e esta
armazenada sob refrigeracdo (2 a 8°C), e diluida apropriadamente no momento da

andalise.

Solucao padrao de trabalho de Nateglinida

Foi pipetada uma aliquota de 40,0 pL da solucéo estoque de Ng e transferida para
um baldo volumétrico de 2,0 mL. Logo foi completado o volume com a fase movel
adicionado em seguida o baldo volumétrico foi colocado no Vortex até a completa
homogeneizacédo da solugdo. Foi filtrada em membrana Millipore® de 0,45 pm e

transferida para um vial. Obteve-se uma concentragéo de 20,0 pg mL™.

Solucdo padrao de trabalho de Metformina

Foi pipetada uma aliquota de 40,0 uL da solucdo estoque de Mf e transferida para
um baldo volumétrico de 2,0 mL. Logo foi completado o volume com a fase mdével em
seguida o baldo volumétrico foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacao
da solucéo. Foi filtrada em membrana Millipore® de 0,45 pm e transferida para um vial.

Obteve-se uma concentracdo de 20,0 pg mL™2.

Solucdo padrao de trabalho de Nateglinida e Metformina

Foram pipetadas aliquotas de 40,0 pL da solugédo estoque de Ng e 40 uL da
solucdo estoque de Mf e transferidas para um baléo volumétrico de 2,0 mL. Logo foi
completado o volume com a fase movel preparada para o método, em seguida o baléo
volumétrico foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da solucdo. Foi
filtrada em membrana Millipore® de 0,45 pum e transferida para um vial. Obteve-se uma

concentracéo de 20,0 pg mL™.

4.2.1.2. Preparo da Fase Mével
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Foram testadas diversas formulacdes de fase mével, e verificadas as que tinham
maior poder de eluicdo dos analitos de interesse. No preparo da fase moével utilizou-
se tampéo fosfato com diferentes concentragdes e pH. Levou-se em consideracéo
estudos realizados e consultados na literatura para o preparo. A primeira solucéo
tampao consistiu em uma concentragdo de 20 mmol L de fosfato de sédio com pH 6
e a segunda solucédo tampao consistiu em uma concentracdo de 10 mM fosfato de
sédio com pH 2,6. Todas as preparacfes realizadas e utilizadas para o

desenvolvimento deste método constam no Quadro 3.

4.2.1.3. Condi¢des Cromatogréficas

As condi¢cdes cromatograficas estudadas para desenvolver este método foram
escolhidas através do estudo prévio das caracteristicas quimicas e fisico-quimicas
dos farmacos em questdo. Todos os sistemas utilizados para o desenvolvimento deste
método constam no Quadro 4.
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Sistemas (Fase Movel (%))

01 02 03 04 05 06 07 08 09
Octano 081 081 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
1-Butanol 661 661 7,60 7,60 7,60 7,60 7,60 7,60 7,60
SDS 331 331 450 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50
Tamp&o pH 6,0 (20 mmol L) 89,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Tamp&o pH 2,6 (10 mmol L) 0,00 8927 87,10 67,10 62,10 57,10 52,10 62,10 57,10
Isopropanol 000 000 0,00 2000 2500 2500 2500 1500 15,00
Tetrahidrofurano 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 500 = 10,00 10,00 15,00

Quadro 3: Fases moveis preparadas para o desenvolvimento do método analitico por HPLC para deteccéo dos IFAs Ng e Mf.
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Sistema Fase estacionaria Modo rase Temperatura (°C) A (nm) Vazé? 'V.olume de

movel (mL/min) injecao (uL)
01 Coluna C18 * Isocratico 01 30 200 0,9 20
02 Coluna C18 * Isocratico 02 30 200 0,9 20
03 Coluna C18 * Isocratico 03 30 200 1,0 20
04 Coluna C18 * Isocratico 04 30 200 1,0 20
05 Coluna C18 * Isocratico 05 30 200 1,0 20
06 Coluna C18 ** Isocratico 06 30 200 1,0 20
07 Coluna C18 ** Isocratico 07 30 200 1,0 20
08 Coluna C18 * Isocratico 08 30 200 1,0 20
09 Coluna C18 ** Isocratico 08 30 200 1,0 20
10 Coluna C18 ** Isocratico 09 30 200 1,0 20

Quadro 4: Sistemas cromatograficos avaliados no desenvolvimento do método analitico por HPLC para determinacéo a Ng e Mf.

*Coluna C18 (Phenomenex Onyx Silica - 100 mm x 4,6 mm)
** Coluna C18 (ACE - 4,6 mm x 150 mm, 5um)
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4.2.1.4. Degradacéo forgada do Cloridrato de Metformina

Para a condicdo dos testes de degradacdo forcada, foram utilizadas as

solugdes estoques de Mf.

Degradacao em meio acido

Foi pipetada uma aliquota de 500 uL da solucédo estoque de Mf e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 pL de HCI 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da
solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apds 0
periodo, foi adicionado 400 pL de FM preparada para o método. A solucao foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pm.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

Degradacao em meio basico

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucdo estoque de Mf e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 uL de NaOH 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da
solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apds 0
periodo, foi adicionado 400 pL de FM preparada para o método. A solucéo foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pm.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

Deqgradacao por hidrolise

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucédo estoque de Mf e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 pL de agua ultrapura,
em seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da
solugéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apos o

periodo, foi adicionado 400 pL de FM preparada para o método.
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Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

4.2.1.5. Degradacao for¢cada da Nateglinida

Para a condicdo dos testes de degradacédo forcada, foram utilizadas as

solucdes estoques de Ng.

Degradacao em meio acido

Foi pipetada uma aliquota de 500 uL da solucéo estoque de Ng e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 puL de HCI 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da
solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apds 0
periodo, foi adicionado 400 pL de FM preparada para o método. A solucéo foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pm.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

Degradacao em meio basico

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucdo estoque de Ng e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 pL de NaOH 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizagdo da
solugdo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apos o
periodo, foi adicionado 400 pL de FM preparada para o método. A solucéo foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pm.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

Deqgradacao por hidrolise

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucdo estoque de Ng e transferida

para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 pL de agua ultrapura,
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em seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacao da
solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Ap0s 0
periodo, foi adicionado 400 L de FM preparada para o método.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.
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4.2.2.Desenvolvimento de método analitico para determinagéo

simultanea de Mf e Ng utilizando a técnica de CE

Para o desenvolvimento deste método foram realizados levantamentos sobre as
caracteristicas quimicas, fisico-quimicas das substancias em estudo tais como

solubilidade, pKa, LogP.

4.2.2.1. Preparo das solucgbes

Solucao estogue de Metformina

Foi pesado analiticamente 10,0 mg do padrédo de Mf e transferido para um baldo
volumétrico de 10 mL, adicionando-se Agua ultrapura (Milli-Q) para solubilizar a
substancia. Apos a total solubilizacdo, o volume foi completado para 10 mL com o
mesmo solvente. Esta solucao tem a concentracdo de 1,0 mg/mL e esta armazenada

sob refrigeracéo (2 a 8°C), e diluida apropriadamente no momento da analise.

Solucao estoqgue de Nateqglinida

Foi pesado analiticamente 10,0 mg do padréo de Ng e transferido para um baldo
volumétrico de 10 mL, adicionando-se Metanol grau HPLC para solubilizar a
substancia. Apos a total solubilizag&o, o volume foi completado para 10 mL com Agua
ultrapura (Milli-Q). Esta solucdo tem a concentracéo de 1,0 mg/mL e esta armazenada

sob refrigeracéo (2 a 8°C), e diluida apropriadamente no momento da anélise.

Solucdo padrdo de trabalho de Metformina

Foi pipetada aliquota de 100 puL da solucédo estoque de Mf e transferida para um
microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado 900 pL do eletrolito preparado para o método,
m seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da
solugéo.

Esta solucdo tem a concentracéo de 0,100 mg/mL.
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Solucao padrao de trabalho de Nateglinida

Foi pipetada aliquota de 100 pL da solucéo estoque de Ng e transferida para um
microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado 900 pL do eletrolito preparado para o método,
em seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacao da
solucéo.

Esta solucdo tem a concentracéo de 0,100 mg.mL™.

Solucdo padrao de trabalho de Metformina e Nateglinida

Foi pipetada aliquota de 100 pL da solucdo estoque de Mf e 100 pL da solucao
estoque de Ng e transferida para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado 800 uL
do eletrdlito preparado para o método, em seguida o microtubo foi colocado no Vortex
até a completa homogeneizacao da solucéo.

Esta solucdo tem a concentracédo de 0,100 mg. mL™.

4.2.2.2. Preparo da solucéo tampao de corrida

Solucdo tampao tetraborato de s6dio 25 mM pH 9,5

Foram pesados 4,7672 g de tetraborato de sddio e transferidos para
baldo volumétrico de 500 mL, dissolvidos em agua ultrapura e a solucao

foi filtrada através de membrana 0,22 pm.

4.2.2.3. Condi¢bes do método

Tampéao: Tetraborato de s6dio 25mM pH 9,5
Presséo de inje¢&o: 5s 35mbar

Voltagem: 20 kV

Capilar: 60 cm (75 pm D)

Temperatura do capilar: 20 °C

Comprimento de onda: 220 nm

4.2.2.4. Degradacao forcada do Cloridrato de Metformina
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Para a condigcdo dos testes de degradacédo forcada, foram utilizadas as

solugbes estoques de Mf.

Degradacao em meio acido

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solugédo estoque de Mf e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 puL de HCI 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da
solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apds 0
periodo, foi adicionado 400 uL do eletrdlito preparado para o método. A solucédo foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pm.

Esta solucao tem a concentracdo de 0,500 mg/mL.

Degradacao em meio basico

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucdo estoque de Mf e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 uL de NaOH 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da
solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apos o
periodo, foi adicionado 400 uL do eletrdlito preparado para o método. A solucgéo foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pum.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

Deqgradacao por hidrolise

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucéo estoque de Mf e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 pL de agua ultrapura,
em seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacao da
solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apos 0
periodo, foi adicionado 400 pL do eletrélito preparado para o método.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.
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4.2.2.5. Degradacao forcada da Nateglinida

Para a condicdo dos testes de degradacédo forcada, foram utilizadas as

solugdes estoques de Ng.

Degradacao em meio acido

Foi pipetada uma aliquota de 500 uL da solucdo estoque de Ng e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 yL de HCI 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da
solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apos o
periodo, foi adicionado 400 uL do eletrdlito preparado para o método. A solucédo foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pum.

Esta solucdo tem a concentracdo de 0,500 mg/mL.

Degradacao em meio basico

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucdo estoque de Ng e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 uL de NaOH 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da
solugdo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apos o
periodo, foi adicionado 400 uL do eletrdlito preparado para o método. A solucgéo foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pm.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

Deqgradacao por hidrolise

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucdo estoque de Ng e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 pL de agua ultrapura,

em seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacao da



57

solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apds 0
periodo, foi adicionado 400 pL do eletrdlito preparado para o método.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.
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4.2.3.Desenvolvimento de método analitico para determinagéo
simultanea de Mf e Ng utilizando a técnica de HPLC
(HILIC)

Estudou-se as condicGes analiticas mais adequadas a separacao simultanea dos
dois analitos escolhidos utilizando uma coluna de fase reversa com grupamentos

quimicos polares para retencao de moléculas como a metformina.

4.2.3.1. Preparo das solucgoes

Solucao estoque de Metformina

Foi pesado analiticamente 10,0 mg do padréo de Mf e transferido para um baldo
volumétrico de 10 mL, adicionando-se Agua ultrapura (Milli-Q) para solubilizar a
substancia. Apos a total solubilizacdo, o volume foi completado para 10 mL com o
mesmo solvente. Esta solucéo tem a concentracao de 1,0 mg/mL e esta armazenada

sob refrigeracéo (2 a 8°C), e diluida apropriadamente no momento da analise.

Solucao estoqgue de Nateqglinida

Foi pesado analiticamente 10,0 mg do padréo de Ng e transferido para um balao
volumétrico de 10 mL, adicionando-se Metanol grau HPLC para solubilizar a
substancia. Apos a total solubilizag&o, o volume foi completado para 10 mL com Agua
ultrapura (Milli-Q). Esta solugéo tem a concentracao de 1,0 mg/mL e estd armazenada

sob refrigeracao (2 a 8°C), e diluida apropriadamente no momento da analise.

Solucdo padrao de trabalho Metformina

Foi pipetada aliquota de 100 pL da solugdo estoque de Mf e transferida para

um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado 900 uL do eletrolito preparado para o
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método, em seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa

homogeneizacéo da solucéo. Esta solucdo tem a concentracao de 0,100 mg/mL.

Solucao padrao de trabalho Nateglinida

Foi pipetada aliquota de 100 pL da solucéao estoque de Ng e transferida para um
microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado 900 pL do eletrolito preparado para o método,
em seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da

solucdo. Esta solugdo tem a concentracdo de 0,100 mg.mL™.

Solucdo padrao de trabalho Metformina e Nateglinida

Foi pipetada aliquota de 100 pL da solucéo estoque de Mf e 100 pL da solucao
estoque de Ng e transferida para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado 800 uL
do eletrdlito preparado para o método, em seguida o microtubo foi colocado no Vortex
até a completa homogeneizacdo da solucdo. Esta solugcdo tem a concentracdo de
0,100 mg. mL1.

4.2.3.2. Preparo da fase movel

Tampao Formiato de am6nia 10 mM pH 8,5

Pesar analiticamente 0,63 g de formiato de amonia, transferir para um béquer
e adicionar cerca de 950 mL de agua ultrapura, homogeneizar e ajustar o pH. Tranferir
o liquido para um baldo volumétrico de 1 L e ajustar o volume com agua ultrapura.

Filtrar a mistura em membrana de 0,22 um.

Fase mével
A fase movel consistira em acetonitrila e tampé&o formiato de amonia 10 mM pH

8,5 95/5 (v/v). Homogeneizar e deixar em banho ultrassom por 10 minutos.
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4.2.3.3. Condi¢cbes do método

Fase movel: Acetonitrila e Tampao formiato de amdnia (95:5) (Isocratico)
Coluna: Poroshell 120 HILIC (100 mm x 2,1 mm) 2,7 um

Tempo de corrida: 10 minutos

Temperatura: 25 °C

Temperatura do amostrador: ambiente

Vazdo: 0,8 mL.mint

Comprimento de onda: 220 nm

4.2.3.4. Degradacao forcada do Cloridrato de Metformina

Para a condicdo dos testes de degradacdo forcada, foram utilizadas as

solucBes estoques de Mf.

Degradacdo em meio acido

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucédo estoque de Mf e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 yL de HCI 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da
solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apos o
periodo, foi adicionado 400 pL da fase movel preparada para o método. A solucgéo foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pm.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

Degradacao em meio basico

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucéo estoque de Mf e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 uL de NaOH 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da

solugéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apos o
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periodo, foi adicionado 400 pL da fase mével preparada para o método. A solucéao foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pum.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

Deqgradacao por hidrolise

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucédo estoque de Mf e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 pL de agua ultrapura,
em seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizacdo da
solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apds 0
periodo, foi adicionado 400 pL da fase mével preparada para o método.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

4.2.3.5. Degradacao for¢cada da Nateglinida

Para a condicdo dos testes de degradacédo forcada, foram utilizadas as

solugdes estoques de Ng.

Degradacdo em meio acido

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucéo estoque de Ng e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 uL de HCI 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizagdo da
solugdo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apos o
periodo, foi adicionado 400 pL da fase mével preparada para o método. A solucéo foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pm.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

Degradacao em meio basico
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Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucdo estoque de Ng e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 uL de NaOH 0,1 M, em
seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneizagdo da
solugéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apos o
periodo, foi adicionado 400 pL da fase mével preparada para o método. A solucéao foi
homogeneizada e filtrada com filtro PVDF 0,45 pum.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.

Deqgradacao por hidrolise

Foi pipetada uma aliquota de 500 pL da solucdo estoque de Ng e transferida
para um microtubo de 2 mL. Logo foi adicionado cerca de 100 pL de agua ultrapura,
em seguida o microtubo foi colocado no Vortex até a completa homogeneiza¢édo da
solucéo. O microtubo foi colocado em banho-maria a 50 °C durante 48 horas. Apds 0
periodo, foi adicionado 400 pL da fase mével preparada para o método.

Esta solucao tem a concentracao de 0,500 mg/mL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Método Analitico por HPLC baseado em microemulséo

Dentre as diversas formulacbes e condicbes cromatogréaficas utilizadas para
desenvolver o método analitico, além de utilizar RP-HPLC em modo isocratico em
diversas proporgbes de solventes e utilizando tampdes com concentragbes e pH
diferentes, explorou-se a cromatografia liquida baseada em microemulsdo a qual
foram desenvolvidas fases moéveis para eluir os IFAs Ng e Mf.

A utilizacdo da fase mével com proporcdes de solventes e tampdes diversos nao
foram capazes de reter a Mf em RP-HPLC fazendo com que o analito eluisse junto
com o volume morto conforme Figura 12. Neste ponto, resolveu-se explorar a

aplicacao baseada em microemulsao.
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Figura 12: Cromatograma das solugcdes padrdo de nateglinida (20,0 ug mL?) e
cloridrato de metformina (20,0 pug mL1). Condicdes: coluna ACE C18 (150 mm x 4,6
mm, 5 pm), Tampao fosfato 100 mmol L? (pH 2,6):Metanol (35:65 v/v), eluicdo
isocratica, deteccdo UV em 220 nm, vazdo em 1 mL min-,

A partir do preparo da, micro emulsdo avaliou-se as fases moveis, onde foram
preparados diversos sistemas. Iniciou-se as analises com micro emulsdo em

comprimento de onda de 200 nm e conforme apresentado na Figura 13.
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Figura 13: Cromatograma da solucdo padrdo de nateglinida (20 pg mLt). Condicdes:
coluna C18 Phenomenex Onyx Silica (100 mm x 4,6 mm); fase mével: Octano 0,80%,
1-Butanol 7,60%, SDS 4,50%, Tampé&o fosfato 10 mmol L* (pH 6,0) 87,10%; eluicdo
isocratica, deteccdo UV em 200 nm, vazdo em 1,0 mL mint.

O primeiro sistema avaliado conforme as Figura 14, 15 e 16, onde tem-se as
injecOes da Ng, Mf e os dois IFAs juntos, respectivamente, o qual o Mf passou a ser

retido na fase estacionaria, porém saiu no mesmo tempo de retencédo que a Ng.
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Figura 14: Cromatograma da solu¢do padrdo de nateglinida (20,0 pg mL™1).
Condicdes: coluna C18 Phenomenex Onyx Silica (100 mm x 4,6 mm); fase movel:
Octano 0,81%, 1-Butanol 6,61%, SDS 3,31%, Tampéao fosfato 20 mmol L (pH 6,0)
79,27%, Metanol 10%; eluicdo isocratica, deteccdo UV em 200 nm, vazdo em 0,9 mL
min-t.
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Figura 15: Cromatograma da solu¢do padrao de cloridrato de metformina (20,0 ug
mL1). Condicdes: coluna C18 Phenomenex Onyx Silica (100 mm x 4,6 mm); fase
movel: Octano 0,81%, 1-Butanol 6,61%, SDS 3,31%, Tampéo fosfato 20 mmol L (pH
6,0) 79,27%, Metanol 10%; eluicao isocratica, deteccao UV em 200 nm, vazdo em 0,9
mL min-t.
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Figura 16: Cromatograma da solucdo padrdo nateglinida com cloridrato de
metformina (20,0 pug mL? cada). Condi¢cGes: coluna C18 Phenomenex Onyx Silica
(100 mm x 4,6 mm); fase mével: Octano 0,81%, 1-Butanol 6,61%, SDS 3,31%,
Tampéo fosfato 20 mmol L (pH 6,0) 79,27%, Metanol 10%; eluicdo isocratica,
detecgcdo UV em 200 nm, vazéo em 0,9 mL min-t.

Alterando-se a concentracdo do tampao verificou-se a mudanca no tempo de
retencdo dos dois IFAs em questdo Ng e Mf. Conforme a Figura 17 considerando-se
gue no primeiro cromatograma foi utilizado o Sistema 01 saindo no TR de 2,1 min e
segundo cromatograma utilizou-se o sistema 02 saindo no TR de 5,4 min. As
condicbes cromatograficas estdo descritas conforme Quadro 4, Sistema 01 e 02,

respectivamente.
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Figura 17: Cromatograma da solucdo padrdo de nateglinida (20,0 pg mL7).
Condicdes cromatograficas: coluna C18 Phenomenex Onyx Silica (100 mm x 4,6 mm);
fase moével: Octano 0,81%, 1-Butanol 6,61%, SDS 3,31%, Tampé&o fosfato 20 mmol L-
1 (pH 6,0) 89,27%; eluicdo isocréatica, deteccdo UV em 220 nm, vazdo em 0,9 mL min-
1
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Figura 18: Cromatograma da solu¢do padrao de cloridrato de metformina (20,0 pg
mL! cada). Condicbes cromatograficas: coluna C18 Phenomenex Onyx Silica (100
mm x 4,6 mm); fase mével: Octano 0,81%, 1-Butanol 6,61%, SDS 3,31%, Tampao
fosfato 10 mmol L (pH 2,6) 89,27%; eluicdo isocratica, deteccdo UV em 200 nm,
vazdo em 0,9 mL min,

A partir do momento em que foi inserido o isopropanol na formulacdo da fase
movel, observou-se uma pequena separagao entre os dois analitos.

Trocou a fase estacionaria, utilizando a Coluna C18 (ACE 150 mm x 4,6 mm 5

pm), a qual resultou em uma separacgéo maior dos analitos, onde a Ng reteve-se mais

na coluna do que o Mf conforme na Figura 19.
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Figura 19: Cromatograma da solugéo padréo de nateglinida (20 pg mL™?) e cloridrato
de metformina (20 pg mL™?). Condicdes: coluna C18 (ACE 150 mm x 4,6 mm 5 um);
fase moével: Octano 0,80%, 1-Butanol 7,60%, SDS 4,50%, Tampé&o fosfato 10 mmol L-
1 (pH 6,0) 62,10%, Isopropanol 15,00%, THF 10,00%; eluicdo isocratica, detecgcdo UV
em 200 nm, vazéo em 1,0 mL min,

Com a finalidade de obter uma melhor separacédo dos analitos foi adicionado o
tetraidrofurano (THF), pois este solvente tem baixa polaridade, o que resultaria na
separacdo dos analitos. Realizou-se preparagbes com diversas propor¢cdes de
Isopropanol e THF conforme descrito no Quadro 01. A melhor condigéo
cromatografica se obteve com a microemulsao foi com coluna C18 (ACE 150 mm x
4,6 mm 5 pm); fase movel: Octano 0,80%, 1-Butanol 7,60%, SDS 4,50%, Tamp&o
fosfato 10 mmol L* (pH 6,0) 57,10%, Isopropanol 15,00%, THF 15,00%; eluicdo
isocratica, deteccdo UV em 200 nm, vazdo em 1,0 mL min? (Figura 08), onde

podemos observar uma boa separacdo de Mf e Ng.
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Figura 20: Cromatograma da solugéo padrédo de nateglinida (20 pug mL™?) e cloridrato
de metformina (20 pg mL?). Condicdes: coluna C18 (ACE 150 mm x 4,6 mm 5 um);
fase moével: Octano 0,80%, 1-Butanol 7,60%, SDS 4,50%, Tampé&o fosfato 10 mmol L-
1 (pH 6,0) 57,10%, Isopropanol 15,00%, THF 15,00%; elui¢do isocratica, detecgcdo UV
em 200 nm, vazéo em 1,0 mL min,

5.1.1.Validacdo analitica do método de HPLC baseada em

microemulsao.

5.1.1.1. Seletividade
A seletividade do método foi realizada através da degradacédo forcada das
substancias em condi¢des descritas na literatura, como a hidrolise acida, hidrélise

bésica e oxidagao.
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Foi avaliada a faixa de trabalho entre 16 e 24 ug.mL* dos farmacos em questéo.

Os resultados dos estudos de linearidade de Mf esta demonstrado na Tabela 1 e de

Ng esta demonstrado na Tabela 2.

Tabela 1: concentracdes das solugBes de Mf e respectivas areas para a construcédo

da curva analitica do método por HPLC baseado em microemulséo.

Solucéo Concentracao (ug.mL™?) Areas*
1 16 654821
2 18 700214
3 20 755483
4 22 812453
5 24 857456

*: média de trés determinacoes.

Tabela 2: concentracdes das solucdes de Ng e respectivas areas para a construcao

da curva de calibracédo do método por HPLC baseado em microemulsao.

Solucao Concentracéo (ug.mL™?) Média das areas
1 16 1284571
2 18 1451286
3 20 1682436
4 22 1912542
5 24 2108572

As curvas analiticas com os dados de Mf e Ng estdo demostrados,

respectivamente, a seguir na Figura 22 e 23 e Tabela 3.
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Figura 21: Curva analitica do Mf.
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Figura 22: Curva analitica da Ng.

Tabela 3: resultados da curva de calibracéo obtidos para a analise de Mf e Ng.

Parametros da curva analitica Cloridrato de Metformina Nateglinida

Coeficiente de correlag&o (r) 0,9964 0,9973

Equac3o da reta (y = ax + b) y =5220,5x + 233962 y = 21183x - 431221
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Desvio Padrao Relativo (DPR %) 2,03 4,12
Intercepto 233962 - 431221
Inclinagao 5220,5 21183
Faixa de concentracdo (ug.mL™) 16 a24 16 a24
Numero de pontos 5 5

Os coeficientes de correlacdo foram maiores a 0,990 demonstrando haver uma
correlacdo entre concentracdo e area dos farmacos de interesse. A linearidade
realizada para este método cumpriu com os requisitos requeridos pelos compéndios

oficiais para ambas as substancias.

5.1.1.3. Limite de deteccéao e limite de quantificacdo
O limite de deteccéo e o limite de quantificacdo de Mf e Ng estao representados

na Tabela 4.

Tabela 4: resultados do limite de deteccéo e limite de quantificacdo de Mf e Ng.

Metformin Nateglinide
LOD (ug.mL?) 0,001 0,002
LOQ (ug.mL1) 0,003 0,006

5.1.1.4. Preciséao repetibilidade e intermediaria

A Tabela 5 representa os resultados obtidos da repetibilidade e preciséo
intermediaria do método analitico por HPLC baseado em microemulsdo. Observa-se
gue nos resultados obtidos, calculou-se 0 %DPR das substancias em questdo e o
resultado foi menor que 5%, portanto a precisdo das amostras injetadas foi

considerada satisfatérias conforme critérios de aceitacao.
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Tabela 5: Resultados obtidos nas determinacdes da repetibilidade e precisdo

intermediaria do método por HPLC baseado em microemulsdo de Mf e Ng.

Cloridrato de Metformina Nateglinida
Repetibilidade
(%DPR) 0,388 0,345
Precisao intermediaria
(%DPR) 0,147 0,377

5.1.1.5. Exatidao
A exatidao foi realizada com o preparo de amostras com uma concentracao
baixa, média e alta (80%, 100% e 120%) em triplicata, onde foram determinadas no
equipamento de HPLC e dentro da faixa linear do método, traduzindo o grau de

concordancia entre os resultados na Tabela 6.

Tabela 6: Valores de recuperacédo nas trés concentracfes avaliadas de Mf e
Ng.

Recuperacédo (%)
Concentracao (ug/mL) __ Cloridrato de Metformina ____Nateglinida

80 101,0 100,5
100 100,8 98,6
120 101,1 100,1

5.1.1.6. Robustez
O parametro de robustez foi avaliado no desenvolvimento do método, onde
foram modificados deliberadamente alguns parametros cromatograficos e ndo foram

observadas diferengas significativas nas respostas analiticas de Mf e Ng.

5.2. Método analitico por CE

Para o desenvolvimento do método analitico para quantificar os farmacos Mf e Ng

levou-se em consideracdo suas caracteristicas quimicas, como a de Mf que é uma
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base com valor de pKa 11,5, em pH acido esta substancia se apresenta na forma

protonada fazendo o cloridrato de metformina uma molécula adequada para CZE. A

Ng tem um valor de pKa 4,0 e em pH bésico se apresenta ionizada negativamente.

Em pH &cido a nateglinida encontra se neutra saindo com o fluxo eletrosmético. Por

tanto, foi usado um pH basico com o intuito de separar os dois farmacos

simultaneamente, assim como demonstrado na Figura 23 a seguir.
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Figura 23: Eletroferograma da solugéo padrdo de Mf (100 ug mL™*) e Ng (100 pg mL-
1). Condicdes: coluna capilar (60 cm x 75 um 1.D.); Eletr6lito: tetraborato de sédio 25

ao por pressao 35 mBar

~

mm (pH 9,0), detecgcdo UV em 220 nm, Tenséo + 20kV e injeg

/' 5 segundos.

Foi desenvolvido um método, o qual foi utilizado como eletrélito o tampéo

tetraborato de sodio 25 mm em um pH 9,0, posteriormente a validacdo seguindo os

tros escritos pela RDC 166/17 da ANVISA.

parame
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Figura 24: Eletroferograma da solucdo padrdo de Mf (100 ug mL™) submetida a
degradacdo em condicdo acida. Condi¢des: coluna capilar (60 cm x 75 um 1.D.);
Eletrélito: Tetraborato de sddio 25 mm (pH 9,0), detec¢do UV em 220 nm, Tensao +
20kV e injecdo por pressao 35 mBar / 5 segundos.
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Figura 25: Eletroferograma da solucdo padrdo de Mf (100 pg mL?) submetida a
Eletrélito: Tetraborato de sodio 25 mm (pH 9,0), detec¢do UV em 220 nm, Tenséo +

degradacdo em condi¢do bésica. Condigbes: coluna capilar (60 cm x 75 pm 1.D.);
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Eletrélito: Tetraborato de sodio 25 mm (pH 9,0), detec¢do UV em 220 nm, Tensao +

Figura 27: Eletroferograma da solucdo padrdo de Ng (100 pg mL?) submetida a
degradacdo em condigcdo basica. Condig6es: coluna capilar (60 cm x 75 pm 1.D.);

20kV e injec
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5.2.1.Validacdo do método analitico por CE

5.2.1.1. Seletividade
A seletividade do método foi realizada através da degradacdo forcada das
substancias em condi¢des descritas na literatura, como a hidrdlise acida, hidrolise

basica e oxidacao.

5.2.1.2. Linearidade
Foi avaliada a faixa de trabalho entre 50 e 120 pg.mL* dos farmacos em questéo.
Os resultados dos estudos de linearidade de Mf esta demonstrado na Tabela 7 e de

Ng esta demonstrado na Tabela 8.

Tabela 7: concentracdes das solu¢cdes de Mf e respectivas areas para a construcao
da curva analitica do método por CE.

Média das areas

Solucao Concentracéo (ug.mL™?) (n=3)
1 50 285
2 80 491
3 90 547
4 100 609
5 110 671
6 120 729

Tabela 8: concentracdes das solucdes de Ng e respectivas areas para a construcao

da curva analitica do método por CE.

Média das areas

Solugéo Concentracgéo (ug.mL1) (n=3)
1 50 115
2 80 189
3 90 214
4 100 237
5 110 261
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6 120 285

As curvas analiticas com os dados de Mf e Ng estdo demostrados,

respectivamente, a seguir na Figura 29 e 30 e Tabela 9.

Linearidade Cloridrato de Metformina
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Figura 28: Curva de calibragdo do Mf.
Linearidade Nateglinida
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Figura 29: Curva de calibracéo da Ng.
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Tabela 9: resultados da curva analitica obtidos para a analise de Mf e Ng.

Parametros da curva analitica Cloridrato de Metformina Nateglinida
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9986 0,9999
Equacédo dareta (y = ax + b) y = 6.3297x - 24.892 y = 2.4265x - 5.5946
Desvio Padrao Relativo (DPR %) 0,27 0,27
Faixa de concentracdo (ug mL™) 50a120 50a120

Os coeficientes de correlagdo foram maiores a 0,990 demonstrando haver uma
correlacdo entre concentracdo e area dos farmacos de interesse. A linearidde
realizada para este método cumpriu com o0s requisitos requeridos pelos compéndios

oficiais para ambas as substancias.

5.2.1.3. Limite de deteccéao e limite de quantificacao

O limite de deteccéo e o limite de quantificacdo de Mf e Ng estdo representados
na Tabela 10.

Tabela 10: resultados do limite de detecgéo e limite de quantificacdo de Mf e Ng.

Metformin Nateglinide
LOD (ug.mL) 0.010 0.026
LOQ (ug.mL™Y) 0.033 0.086

5.2.1.4. Precisdao repetibilidade e intermediaria

Na Tabela 11 representa os resultados obtidos da repetibilidade e preciséo
intermediaria do método analitico por CE. Observa-se que nos resultados obtidos,

calculou-se 0 %DPR das substancias em questdo e o resultado foi menor que 5%,
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portanto a precisdo das amostras injetadas foi considerada satisfatorias conforme

critérios de aceitacao.

Tabela 11: Resultados obtidos nas determinacdes da repetibilidade e precisao
intermediaria do método por CE de Mf e Ng.

Cloridrato de Metformina Nateglinida
Repetibilidade
(%DPR) 0.009 0.011
Precisao intermediaria
(%DPR) 0.009 0.017

5.2.1.5. Exatidao

A exatiddo foi realizada com o preparo de amostras com uma concentracao
baixa, média e alta (80%, 100% e 120%) em triplicata, onde foram determinadas no
equipamento de CE e dentro da faixa linear do método, traduzindo o grau de
concordancia entre os resultados na Tabela 12.

Tabela 12: Valores de recuperacédo nas trés concentracfes avaliadas de Mf e
Ng.

Recuperacéao (%)
Concentracao (ug/mL) __Cloridrato de Metformina ____Nateglinida
80 100.5 99.8
100 101.2 99.5
120 100.9 100.3
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O parametro de robustez foi avaliado no desenvolvimento do método, onde

foram modificados deliberadamente alguns parametros eletroforéticos e ndo foram

observadas diferencas significativas nas respostas analiticas de Mf e Ng.

Tabela 13: Resultados obtidos na robustez

Metformina
. i Recuperacéao FR
Condigdes Nivel TR (min) DPR (%) FR %)
CMN NA 3.7 0.1 1.0033 NA
Concentracao do eletrolito
23 mM -2 3.7 0.1 1.0020 100
27 mM +2 3.7 0.1 1.0036 100
Voltagem
18V -2 3.8 0.1 1.0016 100
22V +2 3.4 0.1 0.9996 100
Nateglinida
CMN NA 7.6 0.1 0.9974 NA
Concentracao do eletrolito
23 mM -2 7.6 0.1 1.0018 100
27 mM +2 7.7 0.1 1.0021 100
Voltagem
18V -2 7.6 0.3 1.0019 100
22V +2 7.3 0.2 0.9991 100

CMN: Condicbes do Método Normal; TR: Tempo de Retencao; DPR: Desvio Padrao

Relativo; FR: Fator Robustez.

5.3. Método analitico por HPLC (HILIC)

No desenvolvimento analitico do método por HPLC, foi explorado a técnica atravées

da fase estacionaria HILIC, pois conforme caracteristicas fisico-quimicas, a Mf é um

farmaco que ndo tem retencéo significativa em RP-HPLC, pois € muito polar.
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Figura 30: Cromatograma da solucéo padrdo de nateglinida (20,0 pg mL™1). Condicdes
cromatograficas: coluna Poroshell 120 HILIC (100 mm x 2,1 mm) 2,7 um; fase mével:
Acetonitrila e Tampéao formiato de amonia (95:5); eluicdo isocrética, deteccdo UV em
220 nm, vazdo em 0,8 mL min™.
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Figura 31: Cromatograma da solucdo padrdo de metformina (20,0 ug mL™?).
Condigbes cromatograficas: coluna Poroshell 120 HILIC (100 mm x 2,1 mm) 2,7 ym;
fase movel: Acetonitrila e Tampéo formiato de amdnia (95:5); eluicdo isocratica,
detecgdo UV em 220 nm, vazéo em 0,8 mL min-.
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Figura 32: Cromatograma da solucdo padrdo de nateglinida e metformina (20,0 ug
mL! cada). Condi¢cdes cromatogréficas: coluna Poroshell 120 HILIC (100 mm x 2,1
mm) 2,7 um; fase movel: Acetonitrila e Tampéao formiato de aménia (95:5); eluicédo
isocratica, deteccdo UV em 220 nm, vazdo em 0,8 mL mint.

5.3.1.Validacédo do méetodo analitico por CE

5.3.1.1. Seletividade
A seletividade do método foi realizada através da degradacdo forcada das
substancias em condi¢bes descritas na literatura, como a hidrélise &cida, hidrélise
bésica e oxidacao.

5.3.1.2. Linearidade
Foi avaliada a faixa de trabalho entre 16 e 24 ug.mL* dos farmacos em questéo.
Os resultados dos estudos de linearidade de Mf esta demonstrado na Tabela 14 e de
Ng esta demonstrado na Tabela 15.



89

Tabela 14: concentracdes das solucdes de Mf e respectivas areas para a
construcéo da curva analitica do método por HPLC HILIC.

Solucao Concentracéo (ug.mL™?) Média das areas
1 80 538295
2 90 543612
3 100 549119
4 110 554580
5 120 560108

Tabela 15: concentracfes das solucdes de Ng e respectivas areas para a construcao

da curva de calibragdo do método por HPLC HILIC.

Solucao Concentracéo (ug.mL™?) Média das areas
1 80 279298
2 90 282184
3 100 285548
4 110 287499
5 120 291210

As curvas analiticas com os dados de Mf e Ng estdo demostrados,

respectivamente, a seguir na Figura 34 e 35 e Tabela 16.

Linearidade Metformina
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Figura 33: Curva analitica da Mf.
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Linearidade Nateglinida
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Figura 34: Curva analitica da Ng.

Tabela 16: resultados da curva analitica obtidos para a analise de Mf e Ng.

Parametros da curva analitica Cloridrato de Metformina Nateglinida

Coeficiente de correlagéo (r) 0,9999 0,9941

Equacdo da reta (y = ax + b) y = 546,93x + 494438 y =291,08x + 256032

Desvio Padrdo Relativo (DPR %) 0,35 0,41

Faixa de concentracéo (ug.mL™) 80 a 120 80 a120

Os coeficientes de correlagdo foram maiores a 0,990 demonstrando haver uma
correlacdo entre concentracdo e area dos farmacos de interesse. A linearidade
realizada para este método cumpriu com 0s requisitos requeridos pelos compéndios

oficiais para ambas as substancias.

5.3.1.3. Limite de deteccéao e limite de quantificacéao

O limite de deteccéo e o limite de quantificacdo de Mf e Ng estéo representados
na Tabela 17.
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Tabela 17: resultados do limite de deteccao e limite de quantificacdo de Mf e Ng.

Metformin Nateglinide
LOD (ug.mL?) 0.010 0.026
LOQ (ug.mL?) 0.033 0.086

5.3.1.4. Preciséo repetibilidade e intermediéaria
Na Tabela 18 representa os resultados obtidos da repetibilidade e precisédo
intermediaria do método analitico por HPLC HILIC. Observa-se que nos resultados
obtidos, calculou-se 0 %DPR das substancias em questéo e o resultado foi menor que
5%, portanto a precisdo das amostras injetadas foi considerada satisfatérias conforme

critérios de aceitacao.

Tabela 18: Resultados obtidos nas determinacdes da repetibilidade e precisao
intermediaria do método por HPLC HILIC de Mf e Ng.

Cloridrato de Metformina Nateglinida

Repetibilidade

(%DPR) 0,032 0,038
Precisdo intermediaria
(%DPR) 0,023 0,021

5.3.1.5. Exatidao
A exatidao foi realizada com o preparo de amostras com uma concentracao
baixa, média e alta (80%, 100% e 120%) em triplicata, onde foram determinadas no
equipamento de HPLC e dentro da faixa linear do método, traduzindo o grau de

concordancia entre os resultados na Tabela 19.
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Tabela 19: Valores de recuperacédo nas trés concentracdes avaliadas de Mf e
Ng.

Recuperacéao (%)
Concentracao (ug/mL) Cloridrato de Metformina Nateglinida

80 100.3 99,0
100 100,1 100,0
120 100.4 99,8

5.3.1.6. Robustez

O parametro de robustez foi avaliado no desenvolvimento do método, onde
foram modificados deliberadamente alguns parametros cromatograficos e ndo foram

observadas diferencas significativas nas respostas analiticas de Mf e Ng.

5.4. Comparacdao entre as técnicas analiticas CE e HPLC

Tabela 20: Comparacao de resultados entre as técnicas de MELC e CE para
determinacao quantitativa da metformina associada a nateglinida.

Parametros Metformina Nateglinida
MELC CE MELC CE
Média (%) n=6 99,4 99,8 99,9 99,4
DPR (%) 0,54 0,87 0,83 0,43
Teste F 0,33 0,18
Teste t 0,35 0,24

Tabela 21: Comparacao de resultados entre as técnicas de HPLC HILIC e CE para
determinacao quantitativa da metformina associada a nateglinida.

Parametros Metformina Nateglinida
HPLC HILIC CE HPLC HILIC CE
Média (%) n=6 99,6 99,8 100,6 99,4
DPR (%) 0,64 0,87 0,62 0,43
Teste F 0,53 0,45

Teste t 0,64 0,00
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Pela comparacdo estatistica utilizando os testes F (Fischer — Snedecor)
(Fencontrado < Feritico) € t Student’s (tencontrado < teritico) demonstrou que néo ha diferengas
significativas entre os métodos proposto nas técnicas de MELC, CE e HILIC.
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6. CONCLUSAO

Analisando todos os dados apresentados neste projeto, como 0s cromatogramas,
eletroferogramas e todas as condi¢des cromatogréaficas testadas para desenvolver 0s
métodos de HPLC baseado em microemulsdo, CE e HPLC HILIC conclui-se que esses
meétodos estdo aptos a ser utilizados para deteccdo e quantificacdo de Nateglinida e
Cloridrato de Metformina em IFA, ndo causando nenhuma interferéncia no resultado
dos analitos de interesse.

O método desenvolvido CZE foi capaz de detectar os produtos de degradacao da
nateglinida e da metformina nas condicbes acidas e basicas, sendo que os analitos
foram degradados nas condicbes acida, basica e hidrélise exigidas pela agéncia
reguladora para validacdo de métodos analiticos (RDC 166/17).

Observando os resultados estatisticos do desenvolvimento e validagdo do método
por MELC, CE e HPLC HILIC pode-se concluir que os métodos sédo seletivos, lineares,
precisos, exatos e robustos, Mf e Ng foram separados em menos de 10 minutos.

Portanto, os métodos propostos podem ser utilizados como referéncia no
desenvolvimento e validacdo através das técnicas propostas neste projeto dentro das
industrias farmacéuticas.para determinacéo simultanea de Mf e Ng.
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