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RESUMO

Objetivo: Comparar a biodisponibilidade de duas formulagoes de
glimepirida em 26 voluntarios sadios de ambos os sexos. Material e
métodos: O estudo foi aberto, cruzado e randomizado com dois periodos
e wash out de 14 dias. As amostras foram obtidas em um intervalo de 48
horas. As concentragoes de glimepirida foram analisadas por HPLC
MS/MS. Das curvas de concentracao de glimepirida no plasma versus
tempo, foram obtidos os seguintes parametros farmacocinéticos: ASC(q_y),
ASC(0_s)s Crnaxs Ker Trax € T1/2. Resultados: A razao entre as média geo-
métricas de Glimepirida/Amaryl® 4 mg foi de 102,35% para ASC(oy
102,35% para ASC(y_) € 99,31% para Cy,,«. Os intervalos de confianca de
90% (IC 90%) foram de 92,62-109,55%; 95,62-109,55% e 88,60-111,32%,
respectivamente. Conclusdo: Como o IC 90% para Cq,y ASCyy) €
ASC () estava dentro do intervalo de 80-125%, concluiu-se que ambas as
formulacoes foram bioequivalentes de acordo com o grau e a extensao de
sua absorc¢ao. (Arq Bras Endocrinol Metab 2007;51/6:950-955)

Descritores: Glimepirida; Diabetes; Bioequivaléncia; Cromatografia
liquida

ABSTRACT

Comparison Study of Two Glimepiride Formulations Bioavailabili-
ty in Healthy Volunteers of Both Sexes After a Single Dose Admin-
istration.

Objective: To compare the bioavailability of two glimepiride 4-mg tablet
formulation in 26 healthy volunteers of both sexes. Material and methods:
The study was conducted open with randomized two-period crossover
design and a 14-day washout period. Samples were obtained over a 48-hour
interval. Glimepiride concentrations were analyzed by LC-MS-MS. From the
glimepiride plasma concentration versus time curves the following pharma-
cokinetic parameters were obtained: AUC g_j551, AUC(g_), AUC0_), Ko, Tq)2,
Crmax and T, Results: Geometric mean of Glimepirida/Amaryl® 4 mg
was 102.35% for AUC(g_y), 102.35% for AUC () and 99.31% for Cp 4. The
90% CI was 92.62-109.55%; 95.62-109.55% e 88.60-111.32%, respectively.
Conclusion: Since the 90% Cl for both C,,,, AUCy_), and AUCy_,.) were
within the interval of 80-125%, it was concluded that both formulations were
bioequivalent, according to both the rate and extent of absorption. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2007;51/6:950-955)

Keywords: Glimepiride; Diabetes; Bioequivalence; Liquid chromatogra-
phy
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ODIABETES MELLITUS TIPO 2 (DM2) é, atualmente,
uma das principais causas de morte no mundo,
sendo considerado uma doenga epidémica. Estima-se
que 0 DM2 seja a causa de 1 em cada 20 mortes ¢, em
adultos com idade entre 35 ¢ 64 anos, 1 em cada 10
mortes (1). Espera-se que até 2025 a incidéncia de
DM2 tenha um crescimento de 35% em paises em
desenvolvimento (2).

O DM2 ¢ uma sindrome de etiologia multipla,
decorrente da falta de insulina e¢/ou da incapacidade
da insulina em exercer adequadamente seus efeitos.
Caracteriza-se por hiperglicemia cronica, freqiiente-
mente acompanhada de dislipidemia, hipertensio ar-
terial e disfun¢io endotelial (3).

O tratamento comumente utilizado para o DM2
consiste em dietas e exercicios fisicos adequados. Entre-
tanto, NOs €asos em que mesmo o tratamento usual ndo
resulta em regularidade no metabolismo, faz-se neces-
sario o uso de medicamentos hipoglicemiantes orais (4).

Dentre estes tipos de medicamentos, atual-
mente dispoem-se de cinco principais classes distintas:
sulfoniluréias, biguanidas, inibidores da a-glicosidase,
tiazolinedionas e meglitinidas (5).

GLIMEPIRIDA

A glimepirida ¢ um firmaco que faz parte do grupo da
sulfoniluréias. Sua férmula estrutural ¢é (6):
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A glimepirida caracteriza-se por estimular a se-
cre¢do de insulina, ligando-se a um receptor especifico
na célula B, que determina o fechamento dos canais de
potassio dependentes de ATP, resultando em despola-
rizagdo da célula. O influxo de cilcio secunddrio a des-
polarizagio causa libera¢io de insulina, que potencia-
liza a a¢do insulinica no tecido muscular, adiposo e no
figado, diminuindo a produgdo hepatica de glicose (7).

OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi comparar a biodisponibi-
lidade relativa de duas formula¢oes do comprimido de
4 mg de glimepirida em 26 voluntarios sadios de am-
bos os sexos, apds ingestio de 1 comprimido em
jejum.
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METODO

O estudo foi aberto, randomizado, cruzado, com dois tra-
tamentos ¢ dois periodos, nos quais 26 voluntarios sadios
(13 homens e¢ 13 mulheres) receberam um comprimido
referéncia ou um teste dependendo da aleatoriza¢io a que
foram submetidos. As administragdes foram precedidas de
jejum e tiveram um intervalo de 14 dias entre elas. Os con-
finamentos tiveram dura¢io de aproximadamente 24 horas
cada.

Para andlise farmacocinética, foram utilizadas amos-
tras de plasma, sendo realizadas 36 coletas de amostras por
voluntirio, sendo 18 em cada periodo de internagio.

Para efeito de seguranga dos voluntirios, foram
verificados sinais vitais (pressdo arterial, freqtiéncia cardiaca e
temperatura) ¢ foram realizados questionamentos para cer-
tificagdo de bem estar geral.

FORMULACOES

As seguintes formulagoes foram empregadas: compri-
mido de glimepirida 4 mg (ntmero de lote 001,/03),
produzido pela Eurofarma Laboratérios Ltda., como
formulagdo teste ¢ comprimido de Amaryl® 4 mg (nt-
mero de lote 203126), produzido pela Aventis Pharma
Ltda., como formulag¢io referéncia.

CONDUCAO CLINICA

Os 26 voluntéirios foram selecionados mediante com-
provagdo de sua higidez por meio de consulta clinica,
submissdo a eletrocardiograma e exames laboratoriais.

Ap6s comprovagio da higidez, foi realizada
uma explanag¢io sobre o estudo e as implicagdes da
participagdo no mesmo. O protocolo foi aprovado pe-
lo Comité de Etica da Unicamp e todos os voluntérios
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Escla-
recido, declarando estarem cientes de seus direitos e
deveres em relagdo a pesquisa.

Na noite de confinamento de cada um dos
periodos, foi oferecido um jantar de carddpio pré-
definido aos voluntirios. Os mesmos cumpriram um
jejum alimentar de pelo menos 10 horas ¢ um jejum
para liquidos de pelo menos 6 horas anteriores a ad-
ministracio da medicagio.

A administracio da medicag¢io teve inicio as 7 h
da manhad seguinte ao confinamento. Cada voluntirio
ingeriu a medicag¢do a que foi designado com 200 mL de
dgua mineral sem gis e na temperatura ambiente. Apds a
ingestdo, foi cumprido um jejum alimentar de 4 horas.
Um desjejum, um almogo, um lanche da tarde e um
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jantar padronizados foram consumidos depois de
aproximadamente 4, 6, 8 ¢ 11 horas da administragio do
medicamento, respectivamente. Ndo foi permitida a
ingestdo de nenhum outro alimento durante o periodo
de confinamento. A ingestio de liquidos obedeceu ao
seguinte horario: 200 mL de 4dgua apds 2 horas de
ingestio da medicagio e, apds almogo, ingestio ad
libitum. Os voluntirios permaneceram no confinamento
por um periodo total de 24 horas em cada internagio.

As pressoes arteriais sistolica e diastdlica (me-
dida de forma nio invasiva com um esfigmomandme-
tro), a freqiiéncia cardiaca e a temperatura foram regis-
tradas anteriormente ¢ em intervalos pré-determinados
ap6s a administragdo das formulagoes.

As coletas de amostras de sangue ocorreram nos
seguintes hordrios ap6s a administragio dos firmacos
(hh:mm): 00:00, 00:15, 00:30, 00:45, 01:00, 01:30,
02:00, 02:30, 03:00, 04:00, 05:00, 06:00, 08:00h,
10:00, 12:00, 24:00, 48:00.

Todos os procedimentos ¢ alimentos foram
iguais para ambos os periodos.

METODO ANALITICO

As amostras de sangue foram centrifugadas a 2.000 g por 10
min a temperatura ambiente ¢ o plasma separado ¢ armazenado
a -20°C até que fosse avaliado com relagdo ao contetdo de
glimepirida. A glimepirida e a tolazamida, utilizada como
padrio interno na quantificagio da glimepirida, foram extraidas
do plasma dos voluntarios por extragio liquido-liquido.

A 300 uL de cada amostra de plasma foram adi-
cionados 25 ul do padrio interno tolazamida (2 ug/mL),
500 uL de solugido saturada de cloreto de s6dio ¢ 1000 uL
de acetato de etila. Apos agitagdao por 5 min, os tubos foram
centrifugados (5 min a 14.000 rpm) ¢ 800 uL. do sobrena-
dante foram transferidos para um outro tubo limpo. O sol-
vente restante no sobrenadante transferido foi, entdo, evapo-
rado usando um fluxo de ar comprimido a 37°C ¢ os resi-
duos dissolvidos em 300 uL de acetonitrila. 250 ul. desta
solugdo foram, entdo, transferidos para inserts de vidro des-
cartdvel ¢ aliquotas de 8 uL foram injetadas no sistema cro-
matogrifico.

As concentragoes plasmadticas de glimepirida foram
medidas através de um método sensivel de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
(HPLC MS/MS). O espectrometro de massas utilizado foi
0 Micromass Quattro Micro equipado com um auto injetor
Shimadzu SIL 10 ADVP. O software utilizado foi o
Micromass Mass Lynx 3.5.

A glimepirida foi extraida do plasma dos voluntirios
por extragdo liquido-liquido. Os compostos foram eluidos
em um pequeno volume de fase mével, cuja aliquota foi ana-
lisada por ionizagdo positiva ¢ utilizando o monitoramento
do fon selecionado (MRM).
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O padrio interno utilizado para quantificacio da
glimepirida foi a tolazamida.

Os célculos foram baseados em fungdo da curva de ca-
librag¢io construida para o firmaco analisado, utilizando os pa-
droes de calibragio pré-estabelecidos. Estas razoes foram cal-
culadas através da razdo entre as areas dos picos da glimepirida
¢ do padrio interno tolazamida. Para as quantifica¢oes foram
obtidas as razoes das dreas dos picos glimepirida/tolazamida.
As concentragdes plasmaticas das amostras foram derivadas a
partir da equagdo linear da reta, obtida com a curva padrio
(concentragao de glimepirida em fun¢io das areas).

ANALISE FARMACOCINETICA E
ESTATISTICA

A andlise farmacocinética foi realizada com apoio dos
softwares Microsoft Excel versao 7.0 e SAS® (Statistical
Analysis System) versio 8.2. Os parametros deter-
minados foram ASC o), ASC () (calculados pelo
método trapezoidal), K, Ty 2, Cay € Ty

A concentragio mdxima no plasma observada
(Cray) € O tempo necessario para atingir esta concen-
tragdo (T,,,,) foram obtidos diretamente das curvas. A
drea sob a curva (ASC) de concentragdo de glimepirida no
plasma vs. tempo de 0 a 48 h (ASC,_,) foi calculada
aplicando-se a regra linear trapezoidal. A extrapolagio
dessa drea ao infinito (ASC,_,,) foi feita acrescentando-se
o valor Cy /K. a ASC, calculada. As analises estatisticas
foram conduzidas apds transformacio logaritmica
baseada em modelo aditivo para todos os valores de ASC
e C. A constante da taxa de eliminagio terminal de
primeira ordem (K.) foi estimada pelo coeficiente angular
da reta de regressao, calculada pelo método dos minimos
quadrados, do logaritmo natural da concentragio vs.
tempo. O T, ,, foi obtido empregando-se a equagao
(Ty ), = 1s(2)/ K,). Foi empregada andlise de varidncia
(ANOVA) para o modelo de dois periodos cruzados. O
critério para equivaléncia baseada em biodisponibilidade
relativa foi intervalo de confianca de 90% da razdo entra
as médias geométricas das ASCs (no que diz respeito a
extensdo da absor¢io) e dos C,,,s (no que diz respeito a
velocidade de absor¢io), relativos ao farmaco, dentro do
intervalo de 80-125% (11). Para a constatagio da
bioequivaléncia, foi utilizada a bioequivaléncia média.

RESULTADOS

A tabela 1 resume os dados demogrificos da popula-
¢do que participou do estudo.

Cada formulagio de glimepirida foi bem tolera-
da nas doses administradas. O estudo transcorreu sem
nenhum efeito adverso sério.

Arq Bras Endocrinol Metab 2007;51/6
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Tabela 1. Analise estatistica descritiva dos dados demograficos (altura, peso, indice de massa
corporea e idade) dos 26 voluntarios que participaram do estudo.

Dados demograficos

Variaveis N Média Desvio-Padrao Minimo Maximo Mediana
Altura 26 1,67 0,07 1,57 1,82 1,66
Peso 26 67,6 9,7 51,2 90,7 67,8
IMC 26 24 2,61 19,16 27,8 24
Idade 26 29 6,23 20 43 27,5
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Figura 1. Perfil das concentragoes médias de glimepirida no
plasma versus tempo, obtido apos uma Unica administracao
de cada uma das formulagdes do comprimido de 4 mg de

glimepirida.
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Figura 2. Cromatogramas dos ions selecionados (MRM). A: MRM de 2 canais ES+: 491,4 > 126,1 para a glimepirida. B: MRM
de 2 canais ES+: 312,1 > 115,0 para a tolazamida.
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Tabela 2. Médias geométricas das razdes individuais da ASCg_, ASCq_y» ASCy_., € Crax (formulacédo teste/ re-
feréncia), os respectivos intervalos de confianca 90% (IC 90%) e poder, para a populagao total de voluntérios, po-
pulacao masculina e feminina.

Meédias geométricas das razoes individuais da ASCq_,, ASCq_y1t» ASCq_» € Cprax

Teste/Referéncia

Paramétrico (n = 26)

Média Geométrica IC 90% Poder CV Intra-sujeito (%)
n =26
ASC(g_y% 102.47 95.74-109.68 0.9997 14.39
ASCo_uiy% 102.97 95.36-111.19 0.9983 16.29
ASC(O_OQ)% 104.48 96.41-113.23 0.9972 17.06
Cinax 70 99.31 88.55-111.32 0.9423 24.40

Teste/Referéncia

Paramétrico masculino (n = 13)

Média Geométrica IC 90% Poder CV Intra-sujeito (%)
n=13 108.36 99.80-117.65 0.9947 11.68
ASC(O_t)% 110.97 101.17-121.72 0.9863 13.14
ASCo_yin% 108.26 99.04-118.34 0.9898 12.64
ASC(g_)% 110.06 95.32-127.08 0.8289 20.56

Teste/Referéncia

Paramétrico feminino (n = 13)
Women — Parametric

Média Geométrica IC 90% Poder CV Intra-sujeito (%)
n=13 97.95 88.11-108.89 0.9641 15.06
ASC(g_y% 96.70 86.04-108.69 0.9350 16.64
ASC(g_yi% 101.62 87.82-117.58 0.8193 20.87
ASC(g_)% 90.95 76.15-108.95 0.6738 25.54

Tabela 3. Andlise estatistica dos parametros farmacocinéticos médios obtidos dos 26

voluntéarios apos a administracao oral de cada formulagao de glimepirida 4 mg.

Analise estatistica dos parametros farmacocinéticos

Glimepirida
Amary|® Glimepirida
Média DP Média DP
ASCo_y) (Inghl/ml) 1083 410,9 1080 331,44
ASC(y_, ([ngh]/ml) 1083 410,9 1080 331,44
Cnax ([nghl/ml) 241,9 81,68 238,9 71,56
Ke 0,26 0,08 0,29 0,13
Mediana (Amplitude) Mediana (Amplitude)
Tap (h) 2,63 3,35 2,34 5,75
Trmax (h) 2,50 3,00 3,00 4,00

Treze voluntirios apresentaram eventos ad-
versos, sendo 11 queixas clinicas ndo relacionadas a
droga ¢ 2 queixas de cefaléia, que foram classificadas
como possivelmente relacionadas a droga, em decor-
réncia do horario de administracio da mesma.

Todos os parimetros clinicos ¢ bioquimicos
poOs-estudo apresentaram-se sem quaisquer alteragoes
relevantes.

O limite de quantifica¢do (LQ) encontrado foi
5 ng/ml. Os tempos de reten¢io da glimepirida ¢ da
tolazamida foram de 1,74 min e 1,56 min, respecti-
vamente.
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A exatiddo intracorrida foi de 96,32%, 94,23% ¢
98,76%, respectivamente. A exatiddo intercorridas foi de
98,12%, 96,75% ¢ 98,40%, respectivamente. A exatidao
foi obtida pelo valor médio de cada amostra ou lote, em
cada nivel de concentragio dentro de 15% do valor real
(tolerdncia até 20% em valores de LQ). O perfil das
concentracoes médias da glimepirida no plasma versus
tempo obtido ap6s uma Gnica administragio via oral da
formula¢io teste e da formulagio referéncia do compri-
mido de 4 mg encontra-se na figura 1. Os croma-
togramas dos fons selecionados para glimepirida e tolaza-
mida sdo apresentados na figura 2. A tabela 2 mostra os

Arq Bras Endocrinol Metab 2007;51/6
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pardmetros farmacocinéticos médios obtidos dos 26
voluntirios ap6s a administra¢do oral de cada formulag¢io
de glimepirida 4 mg. A tabela 3 apresenta as médias
geométricas das razoes individuais da ASC,,_, ASCq_y,
ASCy_,, ¢ C,y, 08 respectivos intervalos de confianga de
90% ¢ poder para a andlise de bioequivaléncia das duas
formula¢oes (teste versus referéncia).

DISCUSSAO

A glimepirida faz parte de uma classe de firmacos
considerada segura, tendo a hipoglicemia como efeito
adverso mais comum (4). Neste estudo, a seguranga
demonstrada pela literatura no uso do firmaco foi
comprovada pela auséncia de eventos adversos
relacionados a administragdo da glimepirida.

Em um estudo de bioequivaléncia de duas for-
mulag¢oes de glimepirida realizado por Song e cols. (4),
em 2005, o resultado encontrado para o LQ foi de 10
ng/mlL, um valor mais alto do que o encontrado na
presente pesquisa. Salem e cols. (10) realizaram, em
2003, um estudo de bioequivaléncia utilizando como
metodologia analitica o HPLC MS/MS encontrando
um LQ também mais alto que o encontrado neste
estudo: 5.0 ng/ml.

Pérez e cols. (12) realizaram, em 2005, um
estudo de validagio de método analitico para
determinag¢io de glimepirida em plasma humano por
meio de HPLC/UV, no qual foi encontrado um tempo
de reten¢io de 4,5 min, ou seja, um tempo muito
superior ao 1,60 min encontrado nesta pesquisa.

Pode-se inferir, desta maneira, que o método
HPLC MS/MS, descrito aqui para a quantifica¢io da
droga, estdi de acordo com os conceitos de alta
sensibilidade e especificidade, como demonstram os
estudos supra citados.

O pico das concentragdes de glimepirida no
plasma de ambas as formulagoes orais ¢ o T, foram
semelhantes aqueles relatados na literatura (10-13).

Existe uma literatura escassa de estudos de
bioequivaléncia de glimepirida realizados com homens
¢ mulheres, pois os relatos apontam a participagdo de
voluntirios do sexo masculino (9). Entretanto, a pre-
sente pesquisa demonstra que ndo ha diferengas sig-
nificativas entre os valores estatisticos encontrados na
analise paramétrica de homens e mulheres (tabela 2).

Os resultados estatisticos encontrados (tabela 3)
indicam que nenhum dos parimetros usados para
determinar a bioequivaléncia (ASC g 4gp), ASC(p_o) €
Chax € Thgy) fol significativamente diferente para os
dois firmacos (teste e referéncia).

Arq Bras Endocrinol Metab 2007;51/6

Como os IC 90% para as razdes médias de
ASCo48n), ASC (o) € Cpyyy €stao dentro do intervalo
de 80-125% proposto pelo FDA e pela Anvisa,
conclui-se que as duas formulag¢oes de glimepirida
(comprimido de 4 mg) sio bioequivalentes, tanto pela
extensdo quanto pela taxa de sua absor¢io.
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