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RESUMO

Objetivos: os objetivos gerais deste trabalho foram desenvolver, validar e comparar
métodos analiticos para caracterizacdo e determinacdo quantitativa de vildagliptina
(VLG) na forma farmacéutica comprimidos, assim como determinar a cinética de
degradacédo do farmaco em condicdo de estresse. Métodos: método indicativo de
estabilidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo ultravioleta
(CLAE-UV) foi desenvolvido e validado, conforme as normas da International
Conference on Harmonisation (ICH). A cinética de degradagédo do farmaco foi
determinada frente a hidrélise alcalina. A possivel estrutura do produto de
degradacao majoritario, formado sob condicbes basicas, oxidativas e térmicas foi
proposta de acordo com analises realizadas por espectrometria de massas (EM). Foi
desenvolvido e validado, também, método por espectrofotometria ultravioleta
derivada para quantificagdo do farmaco na forma farmacéutica. Resultados e
Conclusoes: o método de CLAE indicativo de estabilidade desenvolvido e validado
demonstrou ser adequado para a quantificacdo da substancia ativa na forma
farmacéutica sem sofrer a interferéncia dos excipientes presentes na formulacao e
também na presenca dos produtos de degradacao. Os principais fatores extrinsecos
que promoveram a degradacdao do farmaco foram: oxidagdo, hidrdlise alcalina e
temperatura. Determinou-se a cinética de degradacdo, sob condi¢cbes alcalinas,
como sendo de primeira ordem indicando, assim, que o processo de degradacéo &
dependente da concentragdo de farmaco. O método por espectrofotometria UV
derivada também se mostrou adequado para a quantificagdo de vildagliptina nos
comprimidos. A comparagéo entre os métodos desenvolvidos ndo mostrou diferenga
estatistica significativa demonstrando que ambos os métodos podem ser utilizados
para determinagéo de vildagliptina no controle de qualidade dos comprimidos.

Palavras-chave: vildagliptina, cromatografia liquida de alta eficiéncia, validacao,

estabilidade e espectrofotometria ultravioleta derivada.






ABSTRACT

Development and validation of analytical methods for determination of
vildagliptin in tablets
Objectives: the aim of the present work was to develop, validate and compare

analytical methods to characterization and quantitative determination of vildagliptin
(VLG) in tablet dosage form, as well as to determinate the degradation kinetics of the
drug in a stress condition. Methods: stability-indicating method for the analysis of
VLG by high performance liquid chromatography (HPLC) with ultraviolet detection
was developed and validated according to the International Conference on
Harmonisation (ICH) guidelines. The degradation kinetics of the drug under the
alkaline hydrolysis was determined. The possible molecular structure of the major
degradation product obtained under the stress studies by alkaline hydrolysis,
oxidation and thermal degradation was predicted by mass spectrometry (MS).
Results and Conclusions: The developed stability-indicating method was adequate
to determine the active substance in the formulation even in the presence of the
excipient ingredients in the formulation and, also, in the presence of the degradation
products. The main extrinsic factors which promoted the drug degradation were:
oxidation, alkaline hydrolysis and thermal degradation. The degradation kinetics was
determined, under alkaline conditions, as first order showing that the process is
dependent on the drug concentration. The derivative spectrophotometric method also
was adequate to the quantification of vildagliptin in tablets. There was no statistical
significant difference between the methods demonstrating that both methods can be

used for the determination of vildagliptin in quality control of pharmaceutical tablets.

Keywords: vildagliptin, high performance liquid chromatography, validation, stability,
and derivative spectrophotometric method.
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Introdugéo

Diabetes Mellitus (DM) se caracteriza por ser um grupo heterogéneo de
disturbios metabdlicos que apresentam em comum a hiperglicemia. Essa
hiperglicemia pode ser o resultado de defeitos na agdo da insulina, na secrec¢ao de
insulina ou em ambos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2006).

A hiperglicemia é um efeito comum da diabetes descompensada e, a longo
prazo, leva a sérios danos no organismo, especialmente aos nervos e aos vasos
sanguineos (JONES et al., 2009).

Uma elevada porcentagem dos pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2 (DM-2)
apresentam excesso de peso ou obesidade no momento do diagnéstico e
necessitardo de terapéutica farmacolégica para atingir e manter o controle
metabdlico, apesar de uma alimentagdo adequada e da pratica regular de atividades
fisicas (GALLEGO, 2005).

Antes do ano de 2000, a escolha de agentes para o tratamento farmacolégico
da DM-2, especialmente agentes orais, era limitado. Sulfoniluréias e metformina sao
muito eficazes e ainda estdo sendo utilizadas regularmente na pratica clinica. No
entanto, as sulfoniluréias possuem desvantagens, como aumento de peso e
hipoglicemia enquanto que a metformina é frequentemente utilizada para pacientes
com sobrepeso pela capacidade de manter o peso inalterado durante o tratamento
(SRINIVASAN et al., 2008).

Os inibidores da dipeptidilpeptidase-4 (DPP-4) representam uma nova classe
de agentes antidiabéticos para o tratamento da DM-2, que melhoram o controle
glicémico impedindo a degradacao do peptideo-1, semelhante ao glucagon (GLP-1),
e do peptideo insulinotrépico, dependente de glicose (GIP). Estes peptideos
intestinais, também conhecidos como incretinas, sao liberados pelo intestino ao
longo do dia e seus niveis aumentam em resposta a uma refeicdo (JOST et al.,
2009).

Um novo rumo para o tratamento da DM-2 consiste em potencializar as a¢oes
dos horménios chamados de incretinas, como o GLP-1 e o GIP. Uma recente
estratégia utilizada para melhorar a atividade das incretinas tem sido o
desenvolvimento de inibidores da enzima DPP-4 (RISTIC et al., 2005).



Introdugéo

A vildagliptina é um potente e seletivo inibidor da DPP-4 que ajuda no controle
glicémico de pacientes com DM-2. Foi aprovada na Europa pela European Medicines
Agency (EMEA) em 26 de setembro de 2007 para o tratamento de Diabetes Mellitus
tipo 2 como terapia complementar a metformina, sulfoniluréia ou tiazolidinadiona
(BOLLI et al., 2009).

Comercialmente, o farmaco € encontrado no mercado brasileiro na forma
farmacéutica de comprimidos contendo 50mg de vildagliptina, com o nome comercial

de Galvus®, marca da Novartis.

Apesar de sua utilizagdo, ndo existe descricdo de metodologia analitica
indicativa de estabilidade para a forma farmacéutica objetivando quantificar o
farmaco na presenca dos excipientes e de seus produtos de degradacdao e nenhum
estudo das caracteristicas relativas a estabilidade da substancia.

Dessa forma, existe a necessidade de um controle de qualidade que seja
efetivo para garantir e assegurar sua eficacia representando, assim, uma
consideravel contribuigcdo a populacado que faz uso da vildagliptina para o tratamento
da DM-2.

Considerando o exposto, 0 objetivo geral desta dissertagdo foi desenvolver e
validar métodos analiticos para caracterizacdo e determinacdo quantitativa de
vildagliptina em comprimidos e realizar estudo preliminar de estabilidade em
condicdes forcadas de luz, temperatura, hidrélise e oxidacao.

Como objetivos especificos foram estipulados:

= Caracterizar a SQR por espectrofotometria na regido do infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN— 'H) e andlise térmica
por calorimetria exploratéria de varredura (DSC);

» |dentificar a SQR por cromatografia em camada delgada, cromatografia

liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV);
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Desenvolver e validar métodos quantitativos para analise da vildagliptina em
comprimidos e SQR por cromatografia liquida de alta eficiéncia e

espectrofotometria na regiao do UV;

Realizar estudos preliminares de estabilidade, identificando os principais
fatores extrinsecos que promovem a degradacgao da vildagliptina na SQR € na
forma farmacéutica comprimido, assim como, suas respectivas cinéticas de

degradacéo;

Realizar analise estatistica comparativa entre os métodos propostos.
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1. Diabetes Mellitus

Diabetes é uma doenca crbnica que ocorre quando o pancreas nao produz
insulina suficiente ou quando o corpo nao pode utilizar eficazmente a insulina que
produz (JONES et al., 2009).

Considerada uma doencga crbnica de etiologia multipla que altera a qualidade
de vida dos individuos afetados e envolve inumeros defeitos fisiopatologicos. Dentre
eles, estd o comprometimento da funcéo das ilhotas e da resisténcia a insulina que
resultam em intolerancia a glicose e producao inadequada da glicose hepatica em
jejum (SRINIVASAN et al., 2008; HALIMI et al., 2008).

Enquanto que a resisténcia a insulina permanece praticamente inalterada ao
longo do tempo, a deficiéncia da fungao das ilhotas € um processo progressivo, com
alteracdes quantitativas e qualitativas na cinética de secrecdo de insulina e
glucagon, acompanhada de redugéo substancial na capacidade maxima de secretar
insulina (HALIMI et al., 2008).

A DM-2 causa cerca de 5% de todas as mortes a cada ano no mundo (JONES
et al., 2009). Essa patologia constitui grave problema de saude publica devido a sua
alta freqiéncia na populacdo, suas complicacées, mortalidade e altos custos
financeiros e sociais envolvidos no tratamento (PERES et al., 2006).

Em 1995, havia 135 milhées de pessoas com Diabetes Mellitus no mundo e as
projecdes sdo de que em 2025, esse numero alcance 300 milhdes. Cerca de 2/3
desses diabéticos (grande parte portadores da DM-2) vivem em paises em
desenvolvimento, onde a epidemia tem maior intensidade. Os 10 paises em que se
estima ter o maior numero de pessoas com diabetes em 2000 e 2030 estéo listados
na Tabela 1 (WILD et al., 2004; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2006).
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Tabela 1. Lista de paises com os maiores numeros de casos estimados de diabetes para
2000 e 2030.

2000 2030
Posicao Pais Pessoas com Pais Pessoas com
diabetes (milhdes) diabetes (milhdes)
1 India 31,7 India 79,4
2 China 20,8 China 42.3
3 EUA 17,7 EUA 30,3
4 Indonésia 8,4 Indonésia 21,3
5 Japéao 6,8 Paquistao 13,9
6 Paquistao 5,2 Brasil 11,3
7 Federacao Russa 4,6 Bangladesh 11,1
8 Brasil 4,6 Japéao 8,9
9 ltalia 4,3 Filipinas 7,8
10 Bangladesh 3,2 Egito 6,7

*Fonte: WILD et al., 2004

No nosso pais, o unico estudo de prevaléncia, realizado no final dos anos 80,
demonstrou uma prevaléncia de diabetes na populacdo de 30 a 69 anos de 7,6%. E
importante ressaltar que quase 50% desses individuos diagnosticados ndao sabiam

da sua condicdo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2000).

Possivelmente, apds 25 anos, com o envelhecimento da populagédo, 0 aumento
na prevaléncia de obesidade e do sedentarismo, o numero real de diabéticos no
Brasil deve estar subestimado e um novo estudo de prevaléncia se faca necessario
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2000).

A classificacao atual da DM é baseada na etiologia € nao no tipo de tratamento
e inclui 4 classes clinicas: DM tipo 1, DM tipo 2, outros tipos especificos de DM e DM
gestacional (Tabela 2) (ADA, 1998; WHO, 1999).

O manejo da DM se torna cada vez mais dificil, uma vez que a doencga
progride. Os pacientes geralmente possuem multiplas comorbidades que exigem
tratamento farmacoldgico (FONSECA et al., 2007).

10
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Tabela 2. Classificagé@o etiolégica da DM

Tipo de diabetes Caracterizagéo

Destruigcao das células 3 do pancreas que leva a uma
deficiéncia total da secre¢éo da insulina. Relativa a
causas auto-imunes ou idiopéticas

Diabetes Mellitus tipo 1

E uma entidade heterogénea caracterizada por distdrbios
da acao e secregao da insulina. Corresponde a cerca de
90% dos casos de diabetes

Diabetes Mellitus tipo 2

Correspondem a defeitos genéticos da célula § e da acao
da insulina, processos de doencgas que danificam o
pancreas, diabetes relacionado a outras endocrinopatias
e os casos decorrentes do uso de medicamentos
(inducéao por drogas ou produtos quimicos)

Outros tipos especificos

Tolerancia diminuida a carboidratos, em graus variados

Diabetes gestacional de intensidade, diagnosticada durante a gestacao

*Fonte: GROSS et al., 2002

Cerca de 50% da populacdo com DM-2 ndo sabe que sdo portadores da
doenca, algumas vezes permanecendo ndo diagnosticados até que se manifestem
sinais de complicagbes (BRASIL, 2006).

Sabe-se que tanto o nivel quanto a duracdo da hiperglicemia na DM-2 estéao
estreitamente relacionadas com o risco de desenvolver complicagdes diabéticas
(STRATTON et al., 2000). Portanto, alcancgar o controle glicEmico & um pré-requisito
para a prevencao de complicacbes cardiovasculares e microvasculares.
Modificagdes no estilo de vida, incluindo ajustes na dieta e aumento da atividade
fisica, sdo pilares do tratamento. Para a maioria dos pacientes, entretanto, é
necessaria a intervengao farmacolégica (AHREN, 2008).

O controle glicémico, alcancado pela utilizacdo adequada da insulina e dos
agentes hipoglicemiantes disponiveis € o modo mais importante de se retardar ou
inibir o desenvolvimento de complicagdes diabéticas cronicas. As pesquisas tém,
portanto, investigado novos agentes terapéuticos que podem, de maneira eficaz,
controlar os niveis de glicose sanguineos (DOUPIS e VEVES, 2008). Diante disso, a
industria farmacéutica tem buscado mais moléculas promissoras com potencial
hipoglicemiante para o tratamento da DM-2.
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2. Farmacos Hipoglicemiantes

Os agentes hipoglicemiantes orais atuam por diferentes mecanismos de agao:
(1) aumento do suprimento insulinico, os chamados secretagogos de insulina
(sulfoniluréias e analogos da meglitinida); (2) aumento da acao insulinica, também
conhecidos como sensibilizadores da insulina (biguanidas, tiazolidinadionas) e (3)
inibidores da absorcdo rapida de carboidratos, pois atuam retardando a sua
absorcao (inibidores da a-glicosidase) (MARCONDES, 2003).

As sulfoniluréias sdo derivadas das sulfonamidas, mas, nao apresentam
atividade antibacteriana. Estimulam a liberacdo da insulina pelas células beta do
pancreas, reduzem o0s niveis sanglineos do glucagon, e, aumentam a ligacdo da
insulina com os tecidos-alvos e os receptores. Atuam principalmente nos receptores
da membrana plasmatica das células beta do pancreas, sobre os canais de potassio
sensiveis ao ATP, reduzindo a permeabilidade destas células ao potéassio, causando
a despolarizagéo e a entrada de calcio ionizado, e, portanto, aumentando a secrecao
da insulina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2000). Constituem as
sulfoniluréias de primeira geragdo a clorpropamida, tolazamida e a tolbutamida. As
sulfoniluréias de segunda geragdo correspondem a glibenclamida, glipizida,
gliclazida, glimepirida e fenformina. As sulfoniluréias estdo associadas com
hipoglicemia e ganho de peso. Os efeitos colaterais com esta classe de
medicamentos sao raros, porém, as hipoglicemias sdo o0 maior risco na sua
utilizacdo, razdo pela qual todos os diabéticos medicados devem ser educados a
reconhecer 0s seus préprios sintomas e a tratar a hipoglicemia (GALLEGO, 2005;
SRINIVASAN et al., 2008).

Os anédlogos da meglitinida (repaglinida e nateglinida) estimulam a liberagéao
da insulina e sdo rapidamente absorvidos e eliminados causando uma elevagao
mais rapida e menos duradoura da insulina, razdo pela qual devem ser tomados com
as refei¢cdes principais. Os efeitos adversos sao semelhantes aos da sulfoniluréias
(ganho de peso € hipoglicemia) (MARCONDES, 2003).

As biguanidas (fenformina, buformina, metformina), usadas desde os anos 50,
foram progressivamente retiradas do mercado, nos anos 70, por aumento do risco de
lactoacidose, restando atualmente apenas a metformina. A metformina é uma

biguanida hidrofilica estavel que aumenta a sensibilidade da insulina nos tecidos
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periféricos, principalmente no figado. A reducdo da glicemia provocada pela
metformina se deve especialmente a diminuicdo da producdo hepatica de glicose
(WANG, et al., 2004). O efeito colateral mais importante € gastrintestinal, com
flatuléncia e diarréia ocorrendo em 20% a 40% dos usuarios sendo, em geral,
transitério. Para minimizar esse efeito deve ser introduzida gradualmente e
administrada durante as refeicdes. Este farmaco ndo esta associado ao ganho de
peso como ocorrido nas outras classes de farmacos hipoglicemiantes (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2000; MARCONDES, 2003; GALLEGO, 2005).

As tiazolidinadionas reduzem a resisténcia insulinica pela sensibilizacdo do
musculo, figado e tecido adiposo favorecendo, assim, o consumo de glicose pelos
tecidos periféricos (KAHN et al., 2006). Atuam como ligantes do receptor gama
nuclear ativador do peroxissoma proliferativo (PPARY) que estd diretamente
envolvido na regulacdo dos genes que controlam a homeostase da glicose e do
metabolismo de lipidios (LEBOVITZ et al., 2001). A troglitazona foi o primeiro
farmaco desta classe aprovado para o tratamento da DM-2, porém a constatacao de
hepatotoxicidade e a morte de alguns pacientes ocasionaram a retirada deste
farmaco do mercado no ano de 2000. Atualmente sdo comercializadas
mundialmente a rosiglitazona e a pioglitazona, ambas aprovadas pelo Food and
Drug Administration (FDA) (OVALLE et al, 2002). Porém, recentemente, foi
constatada a existéncia de eventos cardiovasculares decorrentes do uso de
rosiglitazona (NISSEN e WOLSKI, 2007; NISSEN e WOLSKI, 2010). Sendo assim, a
European Medicines Agency (EMEA) decidiu proibir a venda do medicamento
(EMEA, 2010). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) cancelou o
registro dos medicamentos contendo rosiglitazona como principio ativo além de
autorizar o seu recolhimento no pais de acordo com a Resolugdo Especifica n°
1466/2010 (BRASIL, 2010). J& o FDA, passou a restringir a venda do medicamento
nos Estados Unidos, mas novos pacientes podem receber a receita deste
medicamento se 0 médico ndo conseguir o controle da glicose com outros agentes
hipoglicemiantes (FDA, 2010).

A acarbose € um inibidor da a-glicosidase disponivel desde a década de
1990. Inibe as enzimas gastrintestinais necessdrias para a absorcdo dos
carboidratos e é dessa forma, administrada juntamente com as refeicdes

(SRINIVASAN et al., 2008). Uma vez que os carboidratos sdo absorvidos mais
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lentamente, ocorre uma diminuicdo da elevagdo da glicemia pds-prandial sem
aumento concomitante da concentracao de insulina. Seu efeito sobre a glicemia pos-
prandial é maior quando utilizada em associacdo com outros farmacos, como
metformina e sulfoniluréias (MARCONDES, 2003). E considerada uma opgao
terapéutica segura para idosos, jA& que ndo sao descritas interacdes
medicamentosas com outros farmacos frequentemente empregados por esta
populacédo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2000).

Além dessas classes de hipoglicemiantes orais, surgiu uma nova classe de
agentes, utilizados para o controle da DM-2, chamados de estimuladores de
incretinas ou inibidores da DPP-4.

No periodo de 2006 a 2007, um principio totalmente novo na terapéutica para
o tratamento da DM-2 foi introduzido no mercado dos EUA e da Europa: as terapias
baseadas em incretinas. Estes tratamentos sdo divididos em dois grupos: os
miméticos das incretinas (exenatida e liraglutida), que sao preparacdes injetaveis de
peptideos com acdes semelhantes as das incretinas naturais, e os potenciadores
das incretinas (sitagliptina e vildagliptina), que estdo disponiveis para a via oral
inibindo a degradacdo das incretinas e, consequentemente, aumentando suas
concentracoes plasmaticas e suas agdes biolégicas. Os dois tipos de tratamentos
tém sido bem sucedidos comercialmente, com milhdes de prescricbes ja emitidas
(HOLST et al., 2008).

A constatacdo de que a enzima DPP-4 degrada quase todas as moléculas de
GLP-1 de forma extremamente rapida deu origem a proposta de que os inibidores da
DPP-4 também podem ser usados como terapia para a DM-2 protegendo e, assim,
melhorando a circulacdo de GLP-1 tornando-se uma estratégia terapéutica atraente
(Figura 1).
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Figura 1. Estratégias para desbloquear o potencial terapéutico das incretinas
hormonais. Adaptado de GREEN et al., 2006.

Experimentos recentes documentam que a administracdo de um ja existente
inibidor da DPP-4 para suinos protegia tanto a GLP-1 enddgena quanto a GLP-1
exogena e isso resultou em aumento da resposta da insulina a glicose (DEACON et
al., 1998).

Em um estudo posterior, também em suinos, a inibicdo da DPP-4 também
demonstrou proteger a GIP da degradacao resultando, mais uma vez, em aumento
da atividade insulinotropica (DEACON et al., 2001).

Dessa forma, os inibidores da DPP-4 poderiam ser usados como tratamento
na primeira etapa da DM-2 (juntamente com alteracbes na dieta e pratica de
exercicios fisicos) ou para tratamento complementar em combinacdo com
metformina ou a classe das tiazolidinadionas quando um unico agente nao fornece
um controle glicémico adequado. Sua utilizagdo também pode ser expandida como
uma terapia combinada com o uso de sulfoniluréias ou insulina (DOUPIS e VEVES,
2008).

A idéia da inibigdo da DPP-4 como um tratamento para DM-2 foi rapidamente
aceita pela industria farmacéutica, e inumeras empresas investiram no
desenvolvimento de inibidores da DPP-4 para o uso clinico (HOLST et al., 2008).
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2.1. Vildagliptina

A vildagliptina possui um baixo risco de causar hipoglicemia, mantém o peso
normal e, em geral, é bem tolerada. A adicdo de vildagliptina amplia a gama de
opcoes de tratamento disponiveis e, como tal, oferece maior potencial para o manejo
de pacientes com DM-2 que ndo sdo adequadamente controlados em monoterapia
utilizando outros farmacos (CROXTALL & KEAM, 2008).

A vildagliptina é indicada na Unido Européia e em outras partes do mundo
para o controle da DM-2 em combinagdo com metformina, sulfoniluréia ou
tiazolidinadiona em pacientes com controle glicémico inadequado pela utilizagéo de
monoterapia. J& estd disponivel, no mercado, em combinacdo com metfomina
(CROXTALL e KEAM, 2008).

Vildagliptina (Figura 2) possui 0 nome quimico, segundo nomenclatura da
IUPAC, de (S)-1-[N-(3-hidroxi-1-adamantil) glicil] pirrolidina-2-carbonitrila. E um pé
cristalino branco a levemente amarelado, nao-higroscopico, facilmente soluvel em
agua e solventes organicos polares e ndo possui polimorfos ou solvatos
identificados. Essa substancia possui somente um centro quiral e é comercializada

na forma de enantiémero puro (S) (EMEA, 2007).
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Figura 2. Estrutura quimica da vildagliptina

O farmaco é rapidamente absorvido apdés administracao oral, atingindo picos

de concentragdo plasmaticos de 1,5 a 1,7 horas apdés a administracdo. As
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concentragcoes plasmaticas aumentam proporcionalmente a dose. A exposicao
sistémica a vildagliptina ndo é afetada pela ingestdo de alimentos sendo esta
amplamente distribuida. E predominantemente metabolizada pelos rins, em
metabdlitos inativos e cianoamida, e aproximadamente 85% é eliminado na urina,
com meia-vida de eliminagao de, aproximadamente, trés horas apos a administracao
oral (CROXTALL e KEAM, 2008).

PI-SUNYER e colaboradores (2007) relataram resultados com vildagliptina
utiizada em monoterapia comparando-se com placebo. Os testes foram realizados
no periodo de 18 a 24 semanas e todos o0s pacientes mostraram redugéo
significativa dos niveis de hemoglobina glicada (HbA1c) entre 0,48% a 0,84%

acompanhados de perda de peso ou nenhuma mudanca de peso.

SCHWEIZER e colaboradores (2007) realizaram um estudo da agdo da
vildagliptina quando comparada a metformina e observaram reducao dos niveis de

HbA1c nos pacientes estudados.

Alguns estudos, como os de AHREN e colaboradores (2004) e BOSI e
colaboradores (2007), examinaram os efeitos da vildagliptina quanto utilizada em
associagdo com metformina. Os pesquisadores compararam os efeitos da
vildagliptina e metformina com o placebo e metformina. Os resultados mostraram
reducdo nos niveis de HbA1c utilizando ambos os fadrmacos em associagdo com
perda ou neutralidade de peso.

A associacao de cloridrato de metformina, que aumenta a absorg¢édo de glicose
nos tecidos periféricos e reduz a gliconeogénese hepatica, com vildagliptina oferece
abordagem terapéutica racional para o tratamento da DM-2 (YARDIMNCI e O
ZALTIN, 2005; HENNESS e KEAM, 2006), ou seja, ndo aumenta o risco de
hipoglicemia e ndo promove ganho de peso, um dos efeitos adversos comuns em
outras combinagdes de antidiabéticos orais (GALLWITZ, 2007).

GARBER e colaboradores (2007) e ROSENSTOCK e colaboradores (2007)
também demonstraram reducdo dos niveis de HbA1c acompanhada de perda de
peso, quando da utilizagdo de vildagliptina em associagdo com sulfoniluréias e com

rosiglitazona, respectivamente.
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No que se refere a analise qualitativa e quantitativa ndo existe literatura

disponivel para a vildagliptina em comprimidos.

3. Mecanismo de acao

A vildagliptina € um rapido e seletivo inibidor da DPP-4, enzima que é
responsavel pela inativacdo das incretinas hormonais GLP-1 e GIP, que
desempenham papel fundamental na manutencdo da homeostase da glicose. O
farmaco melhora a hiperglicemia principalmente, prolongando a meia-vida de GLP-1
e GIP e reforcando, assim, sua acdo sobre as células da ilhota, promovendo a
secrecao de insulina dependente de glicose e suprimindo a secre¢ao inadequada de
glucagon. Além disso, parece atenuar o declinio da fungdo das células fB
dependentes de glicose e melhorar a sensibilidade a insulina aumentando, também,
a sensibilidade das células o para glicose (CROXTALL e KEAM, 2008).

O horménio incretina predominante € o GLP-1 que se liga aos seus
receptores, na superficie das células . Os receptores sdo conectados a uma via de
transducdo de sinais que, quando ativa, resulta no aumento da biossintese e da
secre¢cdo de insulina aumentando, dessa forma, a fungdo da ilhota. Além de
aumentar a secrecao de insulina, o GLP-1 tem efeitos sobre a secre¢édo de glucagon
e 0 esvaziamento gastrico (DOUPIS & VEVES, 2008). Esses efeitos estao

representados na Figura 3.

Em decorréncia dessas atividades, os niveis glicémicos caem e 0 meio
metabdlico melhora. A abordagem terapéutica é sustentada por duas observagdes:
pacientes com DM-2 possuem niveis de GLP-1 reduzidos e a administracdo de um
inibidor da DPP-4 melhora a glicemia pelo aumento da meia-vida do GLP-1. Cabe
ressaltar que os agentes terapéuticos classicos utilizados no tratamento da DM-2
ndo ativam essas vias (FORTI, 2006).
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Figura 3. Metabolismo do GLP-1 e seus efeitos no estado pds-prandial (Adaptado de
DOUPIS e VEVES, 2008).

4. Validacao de métodos analiticos

A demonstracao da capacidade de um método analitico para quantificacao € de
grande importancia para garantir a qualidade, a segurancga e a eficacia de produtos
farmacéuticos. Consequentemente, antes de um método analitico ser implementado
na analise de rotina, primeiramente deve ser validado, de forma a demonstrar que é
adequado para a finalidade pretendida (ROZET et al., 2007).

A validacdo é um processo pelo qual se estabelece, por meio de estudos
experimentais, que um método € apropriado para as aplicagdes analiticas
pretendidas, assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003). Sendo
assim, um método analitico validado fornece garantia de confiabilidade e pode ser
denominado também como "o processo de prestagdo de provas documentais que

aborda o que o método faz e o que se pretende fazer" (SHABIR, 2003).

Métodos analiticos confidveis sdo a base para a obtengao de dados de elevada
qualidade. Dessa forma, a qualidade de um método analitico depende, em grande
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parte, do seu desenvolvimento e complementarmente da sua validacdo. Diante
disso, somente a validacdo pode demonstrar a qualidade inerente da metodologia
analitica mediante o cumprimento dos critérios minimos de aceitacdo e, entao,

provar sua aplicabilidade para uma determinada proposta (PETERS et al., 2007).

Para que um estudo de validacao seja conduzido com sucesso, é necessario
que se tenha amplo conhecimento da legislacdo, referente aos farmacos em estudo,
e das diretrizes propostas pelas agéncias reguladoras que atuam na area em
questao juntamente com um bom planejamento do método a ser desenvolvido assim

como a técnica adotada e a finalidade do método (RIBANI et al., 2004).

As agéncias reguladoras do Brasil e de outros paises exigem a validagao de
métodos analiticos para o registro de novos produtos e, para isso, a maioria delas
estabeleceu guias e resolugbes com diretrizes a serem adotadas no processo. No
Brasil, a validacdo de métodos analiticos € regulamentada por uma resolugéao
(BRASIL, 2003) com poder de lei. As guias, em contrapartida, sdo documentos que
recomendam uma linha a ser seguida, e sdo, portanto, flexiveis para permitir que os

analistas possam adapta-las de acordo com a situacao (RIBANI et al., 2004).

Em 1990, a Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (ICH) foi criada
como um projeto Unico para reunir as entidades reguladoras da Europa, Japao e
Estados Unidos com o objetivo de alcangcar maior harmonizagdo dos parametros,
requisitos e, também, da metodologia para a validagdo de método analitico. Os
principais critérios definidos para avaliar métodos analiticos, pela ICH e pelas
agéncias reguladoras ao redor do mundo, sdo: seletividade/especificidade, exatidao,
precisao, faixa de linearidade, limite de deteccéo, limite de quantificacdo e robustez
(ICH, 2005; ARAUJO, 2009).

As diretrizes contidas nas guias publicadas pela ICH sao quase integralmente
adotadas na Farmacopéia Americana (USP 32, 2009) e no texto da Resolucao
Especifica n° 899/2003 (BRASIL, 2003).

Os métodos analiticos sdo divididos, de acordo com a sua aplicacdo, em
quatro categorias as quais englobam testes quantitativos para determinacdo da
substancia ativa em medicamentos ou matéria-prima (categoria 1), testes
quantitativos para a determinagdo de impurezas e produtos de degradacdo em

medicamentos ou matéria-prima (categoria |l), testes quantitativos para
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determinagé@o de caracteristicas de desempenho do medicamento (categoria lll) e
testes de identificagdo (categoria 1V) (BRASIL, 2003; USP 32, 2009).

De acordo com a categoria € exigida a avaliagdo de alguns paréametros
analiticos conforme a finalidade dos testes aplicados. Para os ensaios da categoria |
sdo requeridos especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez. Para a
categoria Il, se o ensaio for quantitativo, devem ser avaliados todos os parametros
acima citados juntamente com o limite de quantificacao e, se for ensaio limite para
impurezas, sé € necessario realizar especificidade, limite de deteccao e robustez. O
exigido, para a categoria lll, é o ensaio de precisdo. Ja, para a categoria IV, o
parametro fundamental a ser avaliado é a especificidade (BRASIL, 2003; USP 32,
2009).

5. Estabilidade de farmacos e medicamentos

Embora classicamente a estabilidade de um medicamento se refira a
capacidade que um farmaco ou substancia quimica tem para suportar a perda
devido a decomposi¢cdo, no mundo farmacéutico, o termo "estabilidade" mais
frequentemente se refere ao tempo de armazenamento permitido antes que qualquer
produto de degradacdo atinja na forma farmacéutica um nivel suficiente que possa
representar um risco para o paciente (WATERMAN e ADAMI, 2005).

As industrias farmacéuticas realizam estudos de degradacao forcada durante
a etapa de pré-formulacao para auxiliar na selecao de compostos e excipientes, para
facilitar a selecdo ou otimizacdo da formulacdo e para produzir amostras para o
desenvolvimento de métodos analiticos indicadores de estabilidade. Os testes de
estresse fornecem, também, informacées sobre mecanismos e produtos de
degradacdo em potencial. Tais informagdes sao relevantes no desenvolvimento de
processos de fabricacdo e/ou para selecionar materiais de embalagem. Estes
estudos também podem ser utilizados no preparo de substancias de referéncia ou na
elucidacao de produtos de degradacéao (KLICK et al., 2005).

O estudo de estabilidade tem como propésito prover evidéncia de como a
estrutura de um farmaco varia com o tempo, sob influéncia de uma variedade de

fatores, e estabelecer um periodo de re-teste para a substancia ou a vida de
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prateleira do produto, recomendando as condicbes de estocagem (ICH, 2003).
Dessa forma, as guias requerem explicitamente que os estudos de degradacao
forcada sejam conduzidos sob varias condicbes tais como pH, luz, oxidacao,
temperatura, etc., bem como do tipo de componente utilizado no recipiente de
armazenamento (embalagem) (BAKSHI e SINGH, 2002; USP 32, 2009).

A introducdo de novos farmacos no mercado faz com que a realizacdo de
estudos de estabilidade seja imprescindivel, principalmente com intuito de observar a
formacao de possiveis produtos de degradacao e a concomitante reducao do teor da

substancia em estudo.

A degradacao de um farmaco pode ocasionar inUmeras alteragbes em suas
caracteristicas, com sérias consequéncias na sua qualidade, tais como reducao ou
aumento de sua atividade, alteragao da biodisponibilidade, perda da uniformidade de
conteldo, perda da qualidade microbioldgica, formagéao de produtos de degradacao

téxicos e perda da integridade do recipiente de armazenamento (RHODES, 2000).

Com base nos inumeros problemas decorrentes da degradagdo de um
medicamento, torna-se importante a avaliagdo da estabilidade do mesmo, de forma a
assegurar a identidade, eficacia, poténcia, seguranca e pureza até o momento do
seu uso, estabelecendo as condi¢des mais apropriadas para a sua armazenagem
(NUDELMAN, 1975).

A previsdo da estabilidade de um produto farmacéutico € realizada através de
testes de longa duracdo e estabilidade acelerada, conforme regulamentado, no
Brasil, pela atual RE n° 1 de 29 de julho de 2005 da ANVISA (BRASIL, 2005), a qual
€ uma adaptacao, para nossa zona climatica, da guia elaborada pela ICH (ICH,
2003). Levando em consideracao que os ensaios de estabilidade sao pertinentes a
temperatura do pais, todos os ensaios devem ser realizados em fun¢cdo dos nossos
aspectos climaticos onde ocorre acentuada variagdo de temperatura e umidade,

entre as regides, durante todo o ano.

Os estudos de estabilidade podem influenciar a especificagdo, os limites e os
métodos para o controle de farmacos (SIMON et al., 2004). E, por isso, os métodos
analiticos devem ser empregados corretamente no acompanhamento da
estabilidade de medicamentos de forma que o método utilizado esteja validado
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adequadamente e nao sofra a interferéncia dos possiveis produtos de degradacao

quando da determinacao do farmaco na sua forma farmacéutica.
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Capitulo 1: Caracterizacao e identificacao

1. Introducao

Os padrées de referéncia sao utilizados para analise qualitativa, semi-
quantitativa e quantitativa. Na industria farmacéutica, sdo usados rotineiramente
para determinar o teor e a identificacdo dos medicamentos, insumos farmacéuticos
ativos, conservantes, antioxidantes e excipientes. Os padrdes de referéncia também
sdo utilizados em calibracdo de instrumentos de rotina e de qualificacdo. E um
requisito obrigatério pelas agéncias reguladoras nacionais de saude em todo o
mundo que os padrdes de referéncia utilizados na industria farmacéutica devam ser
completamente caracterizados e avaliados usando métodos analiticos adequados.
(MATHKAR et al, 2009).

Sendo assim, torna-se de extrema importdncia desenvolver métodos
analiticos qualitativos os quais possam caracterizar e identificar um padrdo de
referéncia para que este seja utilizado posteriormente de forma segura na andlise de

farmacos presentes em produtos farmacéuticos.

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) &, frequentemente, a técnica de
analise térmica preferida devido a capacidade de fornecer informacdes detalhadas
sobre as propriedades fisicas e energéticas de uma substancia. Esta técnica fornece
a temperatura de fusdo com a exatidao que métodos classicos, ocasionalmente, nao
permitem, além de fornecer a entalpia de fusdo, indicar a pureza de uma amostra,
determinando se esta sofreu alguma degradacdo, decomposicdo ou conversao

polimérfica durante o processo de fusdo (CLAS et al., 1999).

A espectrometria no infravermelho (IV) é uma técnica capaz de diferenciar
substancias por menores que sejam as diferencas estruturais (salvo isémeros
pticos) entre elas. E considerada como um ensaio de identificagdo por exceléncia
(FARMACOPEIA, 1988).

A ressonéancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica extremamente eficaz
para caracterizar exatamente uma estrutura quimica em matérias-primas e produtos
acabados (WATSON, 2005).
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Dentre os tipos de cromatografia utilizados em analises qualitativas estdao a
cromatografia em camada delgada (CCD) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A CCD é normalmente mais util para fins de identificagdo, devido a sua
conveniéncia e simplicidade. Ja, a CLAE requer equipamentos mais elaborados, mas
geralmente oferece alta resolugcdo e identifica quantidades muito pequenas de
material (USP 32, 2009). A CLAE, utilizada na identificagdo de compostos, realiza a
comparacgao entre os tempos de retengao obtidos para o pico da solugdo amostra e
da solugédo padrdao do mesmo farmaco. A utilizacdo de um detector de arranjo de
fotodiodos permite, além da comparagdo do tempo de retengdo, verificar a
similaridade entre os espectros obtidos.

A identificacdo de farmacos por espectrofotometria na regido do ultravioleta
(UV) é realizada através da comparagcao do espectro da solugdo amostra com o
espectro de uma solucao padrao do mesmo farmaco em determinada concentracao.
Além disso, verifica-se se os produtos apresentam os mesmos comprimentos de
onda maximos e minimos de absor¢cdo. Mesmo ndao sendo um método seletivo,
possui ampla aplicagdo nos Cédigos Oficiais (FARMACOPEIA, 1988).

O objetivo do presente capitulo foi o desenvolvimento de ensaios qualitativos
para a analise de vildagliptina utilizada como substancia quimica de referéncia
visando a sua caracterizagdo e identificacdo de forma a verificar sua adequagao
para posterior utilizacao nos estudos propostos por este trabalho.

2. Material de Referéncia

A vildagliptina, caracterizada macroscopicamente como um pé cristalino
branco e inodoro, com pureza de 99,5% e lote numero SRP01033v foi adquirida

através de importacao pela empresa Sequéia Research Products (Reino Unido).

2.1 Caracterizacao e identificacao de vildagliptina

A pureza da substancia utilizada como referéncia € de extrema importancia

para o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos. Assim sendo, devem ser
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utilizados materiais de referéncia com pureza documentada e bem caracterizados
para o estudo de validacao (ICH, 2005; MATHKAR et al, 2009). Neste contexto, este
capitulo enfoca a analise qualitativa da vildagliptina substancia quimica de referéncia
(VLG SQR), incluindo a caracterizacdo da VLG SQR através da determinacao da
solubilidade, faixa e ponto de fusdo, andlise por calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), espectrofotometria na regiao do infravermelho (IV) e ressonancia magnética
nuclear (RMN) bem como o desenvolvimento de método por cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria
na regiao do ultravioleta (UV) para identificagéo de vildagliptina nos comprimidos.

2.1.1 Analise qualitativa

Solubilidade

A determinagao da solubilidade da VLG SQR foi realizada para verificar quais
solventes poderiam ser utilizados como diluentes nos métodos a serem
desenvolvidos. Esta avaliacdo foi realizada conforme F. Bras. IV, 1988, porém
ao invés da pesagem de 1g de farmaco, foram utilizados 10 mg. Os solventes
empregados para a verificacdo da solubilidade foram: metanol, agua, acetonitrila,
diclorometano, cloroférmio, &cido cloridrico 0,1 M e hidroxido de sédio 0,1 M,
mantidos a 25 °C. Os solventes organicos utilizados foram de grau analitico. Cada
solvente utilizado e suas respectivas solubilidades observadas podem ser
verificadas na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1. Solubilidade determinada para VLG SQR de acordo com a F. Bras. |V,
1988

Solvente Solubilidade
Metanol Facilmente soluvel
Agua Facilmente soluvel
Acetonitrila Solavel
Diclorometano Facilmente soluvel
Cloroférmio Facilmente soluvel
Acido cloridrico 0,1 M Facilmente soluvel
Hidroxido de sédio 0,1 M Facilmente soluvel

Ponto de fusgo

O ponto de fusdo para a vildagliptina ndo é apresentado na literatura
disponivel. Dessa forma, essa determinagcdo foi realizada para auxiliar na
identificacdo da VLG SQR, ja que a analise fornece informacdes sobre o grau de
pureza e, também, sobre a presencga de contaminantes através da alteragao do valor
obtido.

As andlises foram realizadas em equipamento para ponto de fusao
automatico, marca Mettler Toledo, modelo FP 90 Central Processor, com célula
Mettler FP 81 HT MBC.

Os valores de ponto de fusdo encontrados foram comparados com os obtidos

pela técnica de DSC para confirmacao do ponto de fusdo do farmaco.

Uma pequena quantidade de padrdao foi colocada em capilares e, a partir
desses, realizaram-se as analises em triplicata de forma a verificar a faixa e o ponto

de fusao do farmaco.

Os resultados indicam que o ponto de fuséo para vildagliptina foi de 147 °C.
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Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

As analises foram realizadas em um calorimetro diferencial exploratério por
fluxo de calor, Shimadzu DSC-60, dotado de controlador de fluxo para gas de purga
(N2) FC-60-A, integrador TA-60WS e software de controle e andlise TA-60 versao
2.0.

Foram pesados aproximadamente 2mg de VLG em porta-amostra de aluminio
com capacidade para 4ul, o qual foi selado e inserido no equipamento de DSC. A
analise foi efetuada sob atmosfera inerte de nitrogénio mantida sob fluxo de 50

ml/min e velocidade de aquecimento de 10 °C/min até 170 °C.

Esta técnica compara e avalia diferengcas no fluxo de calor entre uma
referéncia (porta-amostra selado vazio) e a substancia em analise enquanto ambas

sao submetidas ao programa de temperatura controlada.

A curva de aquecimento indicou uma temperatura de fusdo de 146,5 °C,
conforme Figura 1.1. A VLG SQR apresentou transicdo endotérmica, ou seja, a
amostra absorveu calor (80,46 J/g) para fundir.

DSC
mW

-4.00- Peak 149 26C
Onset 146 54C
Endset 152 47C

Heat -80.46J/g
-19.22callg

50.00 100.00 150.00
Temp [C]

Figura 1.1. Curva de aquecimento de vildagliptina SQR realizada por DSC.
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Os valores obtidos na curva de aquecimento de VLG mostram que a DSC é
uma técnica adequada como indicadora de identidade e pureza da SQR uma vez
que os resultados se equivaleram aos resultados encontrados para o ponto de fusao

utilizando o equipamento Mettler Toledo.

Espectrofotometria na Regido do Infravermelho (1V)

O espectro na regidao do infravermelho da VLG SQR foi obtido através da
pesagem de, aproximadamente, 1mg de VLG. A andlise foi realizada em
espectrofotdmetro FT-IR, Spectrum BX, marca Perkin Elmer. O espectro no
infravermelho da VLG pode ser observado na Figura 1.2. Na Tabela 1.2 estédo
descritas as atribuicées para as principais bandas referentes aos grupos funcionais

caracteristicos da molécula

118.0,
115 ]

110

304 vildagliptina 0

273

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1300 1600 1400 1200 1000 800 600.0
cm-1

Figura 1.2. Espectro de infravermelho da vildagliptina SQR.
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Tabela 1.2. Atribuicdo das principais bandas do espectro da vildagliptina na regiao do
v

Freqiiéncia (cm™) Atribuicao

1403 Banda de estiramento ligagdo C-N
1654 Banda referente a ligagcao C=0
2238 Banda de deformagédo C=N

2914 Deformagéo da ligacao C-H alifatica
3294 Banda referente a deformacao N-H

A interpretagdo do espectro de IV da VLG foi analisada conforme
SILVERSTEIN e colaboradores (2005). A presenca da banda em 1654 cm™ (uma
das bandas mais fortes do espectro) indica a presenca de carbonila devido ao

grande momento dipolar apresentado por esse grupamento.

A analise por espectrofotometria no infravermelho é um indicativo de que a
amostra seja vildagliptina ja que as bandas encontradas no espectro da substancia

estdo de acordo com os grupamentos presentes na molécula de vildagliptina.

Cabe ressaltar que o conhecimento do espectro de IV dessa substancia é
importante no sentido de caracteriza-la uma vez que, em estudos de degradagéao
forcada, pode ocorrer a formagéao de produtos de degradagcdo que modificam sinais
caracteristicos de grupos funcionais da estrutura da molécula.

Ressonédncia Magneética Nuclear (RMN)

O espectro de RMN 'H da VLG SQR foi realizado em equipamento Varian,
modelo VNMRS-300 de 300 MHz, utilizando dimetilsulféxido deuterado (DMSOgs)
como solvente. O espectro de RMN 'H da VLG SQR est4 apresentado na Figura 1.3.
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Figura 1.3. Espectro de RMN 'H em DMSOsda vildagliptina SQR

As atribuicdes do espectro de RMN 'H, bem como a estrutura quimica da

vildagliptina indicando essas atribui¢cdes, estdo apresentadas na Tabela 1.3 e na

Figura 1.4, respectivamente.

Tabela 1.3. Atribuicdes do espectro de RMN 'H da vildagliptina em DMSOgs

Hidrogénio Deslocamento | Multiplicidade | Numero de Interpretacao
quimico (ppm) hidrogénios

A AeA” 1,42 dupleto 6 3CH2

B,B eB” 1,43 dupleto 6 3CH2

CeC 1,49 simpleto 2 2CH

D 2,00 multipleto 1 OH

E 2,15 multipleto 2 CH2

- 2,50 multipleto - Solvente (DMSQOgs)

F 3,25 dupleto 2 CH2

G 3,44 multipleto 2 CH2

H 3,64 multipleto 2 CH2

I 4,42 simpleto 1 NH-R

J 473 duplo dupleto 1 CH

* Fonte: PAVIA et al., 2001
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Figura 1.4. Estrutura quimica de VLG e respectivas atribuicdes do espectro de RMN
'H em DMSOg;.

2.2. Produto farmacéutico

Os comprimidos de Galvus® foram adquiridos no comércio local, pois se
encontram disponiveis no Brasil. Sua producdo € realizada pela indastria
farmacéutica Novartis Biociéncias S.A. Os excipientes presentes no medicamento
sao: celulose microcristalina, estearato de magnésio, glicolato de amido sédico e
lactose anidra. Os comprimidos se caracterizam como arredondados de coloracao
branca a levemente amarelada possuindo peso médio de, aproximadamente,
250mg. Para a realizacdo tanto dos métodos analiticos qualitativos quanto do
desenvolvimento e validagdo dos métodos analiticos quantitativos foi utilizado o lote
Z0013.

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para o desenvolvimento de cromatografia em camada delgada foram
utilizados VLG SQR, os comprimidos contendo vildagliptina e a sitagliptina,
composto pertencente a mesma classe da vildagliptina (inibidor da DPP-4). A
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migracao cromatografica foi realizada em cromatoplacas de gel-silica 60 Fos4
(MERCK) com 10 cm de comprimento, 6 cm de largura e 0,25 mm de espessura da
camada absorvente. Foi empregado como revelador vapor de iodo obtido a partir de

iodo metélico de grau analitico (SYNTH).

As substancias VLG SQR, vildagliptina e sitagliptina foram pesadas em
balanca analitica e suas solucdes foram preparadas em baldo volumétrico e diluidas
em metanol até a concentracdo de 1 mg/mL. O solvente orgénico utilizado foi de

grau analitico.

Os sistemas eluentes testados englobaram os seguintes componentes em
diferentes combinagdes e proporgdes: tolueno, acetato de etila, hexano, cloroférmio,
diclorometano, metanol, acetona, trietlamina e acetato de aménio. O sistema
eluente selecionado foi constituido de: metanol: cloroférmio (7:3). A aplicacdo das
solugbes contendo os farmacos foi realizada nas placas com o auxilio de tubos
capilares a uma distancia de 1,5 cm da borda inferior das mesmas, que foram
posicionadas nas cubas previamente saturadas com o sistema eluente. Apds a
migracao da fase moével, as placas foram retiradas das cubas e mantidas a
temperatura ambiente para a secagem. A visualizagdo das manchas foi realizada
através da exposicao aos vapores de iodo.

O cromatograma da VLG SQR, da solu¢gdo amostra contendo vildagliptina e
da sitagliptina, bem como seus respectivos valores de fatores de retencdo (Rf)
podem ser visualizados na Figura 1.5. O Rx obtido pela razéo entre o Rf da VLG e o
Rf da sitagliptina foi de 0,66. A identificacdo da VLG foi efetuada através da
comparacdao dos valores de Rf obtidos pela solugdo amostra e pela substancia
referéncia, sendo igual a 0,58 para ambas.

42



Capitulo 1: Caracterizacao e identificacao

Rf S: 0,38
Rf P: 0,58
Rf A: 0,58

Rx: 0,66

Figura 1.5. Cromatograma e valores de Rf obtidos por CCD na analise de
vildagliptina SQR (P), de vildagliptina extraida dos comprimidos (A) e de sitagliptina
(S), com revelacao por vapor de iodo.

O resultado obtido € considerado adequado ja que ocorre uma boa separagao
entre o padrdo de comparacéao (sitagliptina) e as manchas de padréo e amostra de
vildagliptina, as quais aparecem no mesmo tempo de retengdo pelo método
proposto.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para a andlise, foram utilizadas as amostras de VLG SQR e dos comprimidos
contendo VLG, descritas no item 2.2. As solugdes amostra e SQR foram preparadas
em agua, na concentracao de 50 pug/mL, e filtradas em filtros de nylon com 0,45 um
de didmetro de poro (MILLIPORE).

A fase mével foi composta de agua e acetonitrila de grau analitico (85:15).

Para o ajuste do pH da fase movel foi adicionada trietilamina 0,3% e o pH foi
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ajustado para 7,0 com acido fosférico 10%. A fase moével foi filtrada em filtros de

nylon com 0,45 um de diametro de poro.

O equipamento utilizado foi um cromatégrafo a liquido da marca Agilent
equipado com bomba quaternaria modelo Q1311A e detector com arranjo de
fotodiodos G1315B. O controle do equipamento assim como os dados e respostas
obtidos pelo sistema cromatografico foram realizados com auxilio do programa
ChemStation.

A analise foi realizada utilizando as condigdes cromatograficas mostradas na
Tabela 1.4:

Tabela 1.4. Condigcdes cromatograficas utilizadas

Caracteristica Descricao

Fase movel Agua pH 7,0 : Acetonitrila (85:15 v/v)
Coluna Waters XBridge™ C8 (150 x 4,6 mm, 5 um)
Fluxo 1,0 mL/min

Comprimento de onda 207 nm

Volume de injecao 20 puL

Temperatura de anélise 25 °C

Os cromatogramas obtidos foram comparados e, tanto amostra quanto

padréo de vildagliptina apresentaram o mesmo tempo de retencao (Figura 1.6).
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G. 095
G.10z

Figura 1.6. Cromatogramas do padrao (A) e amostra (B) de VLG usando fase mével
composta de agua pH 7,0 e acetonitrila (85:15 v/v) e coluna Waters XBridge™ C8

(150 x 4,6 mm, 5 um), na concentragao de 50 pg/mL.

Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV)

As solugbes de VLG SQR e dos comprimidos contendo VLG, descritas no
item 2.2, foram utilizadas para andlise. Foram utilizados agua e papel filtro

(FRAMEX) para o preparo das amostras.

O método foi desenvolvido em espectrofotdbmetro UV-VIS Shimadzu, modelo
1800, com duplo feixe, acoplado a um computador, utilizando o programa UV Probe
versdo 2.33. Para a realizagdo das medidas espectrofotométricas foram utilizadas

cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico.

Para o preparo da solucao referéncia, VLG SQR foi pesada, dissolvida em
agua em baldo de 100 mL e submetida a banho de ultra-som durante 10 minutos. O
volume foi completado com o mesmo solvente obtendo-se concentragéo final de 0,5
mg/mL. Essa solugao foi diluida apropriadamente obtendo-se concentragao final de
100 pg/mL.

Para o preparo da solugdo amostra, comprimidos contendo 50 mg de VLG
foram triturados a po6 fino. Pesou-se quantidade suficiente de amostra que foi
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transferida para baldo volumétrico de 100 mL, dissolvida em &gua, levada ao banho
de ultra-som por 10 minutos, filtrada em papel filtro e diluida até a concentracédo de
0,5 mg/mL. Essa solucdo foi diluida apropriadamente em agua obtendo-se

concentracao final de 100 pg/mL.

Os espectros obtidos foram sobrepostos e comparados quanto a seus perfis
caracteristicos a partir de leituras realizadas entre os comprimentos de onda de 200
a 300 nm (Figura 1.7).

K T I I | |

2,040

Abs

1,040

200,00 00, 010
nm

Figura 1.7. Espectros sobrepostos obtidos na regidao UV para a SQR (A) e a amostra
(B) de vildagliptina na concentracao de 100 pg/mL.

3. Conclusao

A partir da determinagéo da solubilidade da VLG SQR foi possivel verificar o
tipo de solvente adequado para a realizagdo dos estudos relacionados ao farmaco.

Pela analise por DSC verificou-se um ponto de fusdo de 146,5 °C, com perfil
afilado, sendo este fator indicativo de pureza da vildagliptina SQR. A realizacao do
ensaio para verificar a faixa e o ponto de fusao, utilizando equipamento automatico

para essa determinacdo, confirmou o ponto de fusdo apresentado pela analise por
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DSC indicando, assim, conformidade dos resultados obtidos pelos dois métodos.
Dessa forma, ambos podem ser utilizados para identificacdo e avaliagdo da pureza

do farmaco.

As bandas analisadas por espectrofotometria no infravermelho, referentes aos
grupos funcionais da molécula do farmaco, permitiram concluir que esta técnica
serviu como indicativo de que se tratava do farmaco em estudo (indicativo da

identidade da molécula).

O método por CCD demonstrou perfis de migracdo semelhantes para o
padrao e a amostra de vildagliptina, ou seja, ambas mostraram o mesmo fator de
retencdo na placa cromatografica com o sistema eluente proposto. Também, foi
possivel diferenciar a sitagliptina da vildagliptina demonstrando, assim, que o
método para a identificacdo do farmaco foi seletivo e adequado. A metodologia
desenvolvida possui as vantagens de ser extremamente facil, rapida e de custo

reduzido quanto comparada a outras técnicas.

Pela observacao dos cromatogramas e espectros obtidos por CLAE e UV,
respectivamente, foi possivel realizar a identificacdo da VLG SQR. Tanto a VLG
SQR quanto a amostra de comprimidos apresentaram cromatogramas semelhantes.
Na analise por UV, foram obtidos espectros semelhantes tanto para a amostra
quanto para o padrdo. Dessa forma, ambas as técnicas desenvolvidas permitiram a
identificacdo da SQR demonstrando estarem de acordo com a proposta pretendida.

As analises realizadas permitiram demonstrar que a VLG SQR é adequada
para ser utilizada nos estudos propostos por esse trabalho. Ainda, foi possivel obter
o ponto de fusdo do farmaco que nao esta descrito na literatura disponivel, por duas
técnicas distintas que corroboram o valor encontrado de fusdo da substancia

analisada.
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Capitulo 2: CLAE-UV e estabilidade

O objetivo deste capitulo foi a validagao de um método desenvolvido para realizar a
quantificacao de vildagliptina presente em comprimidos. Os parametros avaliados na
validacao do método foram especificidade, linearidade, preciséo, exatidao, robustez,
limite de deteccédo e limite de quantificacao e os resultados estdo de acordo com os
cédigos oficiais. Posteriormente a validagdo da metodologia analitica, foi realizada
uma analise por espectrometria de massas para verificagcdo da massa do produto de
degradacao majoritario formado nos estudos de estresse sob as condi¢des as quais
o farmaco € susceptivel a degradagao (basica, oxidativa e térmica). Apds a
verificagdo da massa do produto de degradacao foi possivel propor a estrutura
molecular para o produto majoritario nas condicoes de estresse testadas.
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Abstract

A simple, precise and stability-indicating reversed-phase liquid
chromatography (RP-LC) method was developed and validated for the determination
of vildagliptin (VLG) in pharmaceutical dosage form. The LC method was carried out
on a XBridge™ C8 column (150 mm x 4.6 mm i.d., 5 ym), maintained at room
temperature (23 = 1°C). The mobile-phase consisted of acetonitrile and a solution of
triethylamine 0.3% pH 7.0 (adjusted with phosphoric acid) (15:85; v/v), run at a flow
rate of 1.0 mL min” and using photodiode array (PDA) detection at 207 nm. The
chromatographic separation was obtained within 6 min and was linear in the range of
20-80 ng mL™ (R? = 0.9999). Experimental limit of detection and limit of quantitation
were 0.63 pg mL' and 2.82 pg mL", respectively. The method was validated in
accordance to ICH guidelines acceptance criteria for specificity, linearity, precision,
accuracy, robustness and system suitability. Stress studies were carried out and no
interference of the degradation products was observed. There was no interference of
the excipients in the determination of VLG. Furthermore, the major degradation
product obtained of the stress studies (thermal, oxidative and alkaline hydrolysis) was
evaluated by mass spectrometry (MS) and its molecular structure was predicted.
Basic degradation was determined as first-order kinetics, with constant k of 0.00443
min” and tgp+; of 23.93 min. The proposed method was successfully applied for the
quantitative analysis of VLG in tablet dosage form, contributing to improve the quality

control and studies of stability of pharmaceutical tablets containing this drug.

Keywords: Vildagliptin, reversed-phase liquid chromatography, stability-indicating
method, validation, basic degradation.
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Introduction

Dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) inhibitors represent a new class of antidiabetic
agents that improve glycemic control by preventing glucagon-like peptide-1 (GLP-1)
and glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) degradation. These intestinal
peptides, also known as incretins, are postprandially secreted and lead to a rise in
insulin secretion [1].

Vildagliptin  (VLG), (S)-1-[N-(3-hydroxy-1-adamantyl) glycyl] pyrrolidine-2-
carbonitrile, is a potent and selective dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) inhibitor that
improves glycaemic control in patients with type 2 diabetes mellitus by increasing -
and B-cell responsiveness to glucose [2]. The chemical structure of drug is shown in
Fig. 1.

HO
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\\
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Figure 1. Chemical structure of VLG.

The pharmaceutical product is commercially available, but at the moment,
there are no methods published for the quantitative analysis of VLG as active

pharmaceutical ingredient or finished product.

Therefore, the purpose of the present research work was to develop and
validate a simple, fast, accurate and stability-indicating reversed-phase liquid
chromatography (RP-LC) method for the determination of VLG in solid

pharmaceutical dosage form.
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Experimental
Materials and reagents

The reference standard (purity of 99.5%) was purchased from Sequoia
Researched Products (United Kingdom) and the commercial tablets of Galvus®
(Novartis Biociéncias S. A., SP, Brazil) containing 50 mg of VLG were obtained from
commercial sources within their shelf life period. LC grade acetonitrile was obtained
from Tedia (Fairfield, OH, USA). All chemicals used were of pharmaceutical or
special analytical grade. Purified water was obtained by a Millipore® Direct-Q 3UV
with pump (Molsheim, AL, France).

Apparatus and analytical conditions
Liquid chromatography

The liquid chromatography (LC) method was carried out on an Agilent liquid
chromatograph (Santa Clara, CA, United States) equipped with a model Q1311A
quaternary pump, ALS-G1329A auto sampler, TCC-G1316A column oven, G1315B
photodiode-array detector and ChemStation manager system software was used to
control the equipment and to calculate data and responses from the LC system. The
experiments were performed on an analytical column XBridge™ C8 (150 mm x 4.6
mm id., 5 um particle size) (Waters, Ireland). The LC system was operated
isocratically, at room temperature, using a mobile-phase consisted of acetonitrile and
a solution of triethylamine 0.3% adjusted to pH 7.0 with phosphoric acid (15:85; v/v)
at a flow-rate of 1.0 mL min™', and using photodiode array (PDA) detection at 207 nm.
The injection volume was 20 pL of the solutions containing 50 ug mL™" for working
standard and sample solutions.

Mass spectrometry

Mass spectrometric analysis was performed using a Quattro Micro (triple-

quadrupole) instrument from Micromass (Manchester, UK) working with an
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electrospray ionization interface operating in a positive mode (ESI+), set up in scan
mode. The mass spectrometer conditions were optimized with direct injection (Baby
Bee syringe pump, Bioanalytical Sciences, West Lafayette, IN, USA) of the VLG
reference solution and its solutions submitted to thermal degradation process,
oxidation and alkaline hydrolysis into the system in the concentration of 2 pg mL™.
The best response was obtained with an ESI capillary potential of 3.2 kV, cone
voltage of 30 V, RF lens voltage of 0.3 V, source temperature of 120 °C, and ESI
probe temperature of 350 °C. Before the analysis, the samples were diluted in
methanol:water (50:50, v/v), and introduced into the mass spectrometer by direct
infusion at 10 yL/min. The data acquisition and system controlling were obtained
using MassLynx version 3.5 software from Micromass. The MS data were acquired in
the m/zrange between 100 and 500 amu.

Solutions
Preparation of reference substance solutions

Stock solutions were prepared by weighing accurately, 50 mg of VLG
reference substance, transferred to individual 100 mL volumetric flasks and diluted to
volume with water, obtaining the concentration of 0.5 mg mL™. The stock solutions
were stored at 2-8 °C protected from light and daily diluted to appropriate
concentration in mobile-phase.

Preparation of sample solutions

Tablets containing 50 mg of VLG were accurately weighed and crushed to fine
powder. An appropriate amount was transferred into an individual 100 mL volumetric
flask, diluted to volume with water, sonicated for 10 minutes and filtered through a
0.45 ym membrane filter (Millipore, Bedford, USA), obtaining the concentration of 0.5
mg mL" of VLG. This stock solution was stored at 2-8 °C and protected from light.
Working sample solutions were prepared daily by diluting the stock solution to the

appropriate concentration in mobile-phase.
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Method Validation

The method was validated using samples of pharmaceutical formulation with
the label claim of 50 mg of VLG by the determination of the following parameters:
specificity, linearity, precision, accuracy, limit of detection (LoD), limit of quantitation
(LoQ) and robustness following the International Conference on Harmonization (ICH)
guideline [3,4]. Moreover, stability-indicating capability was demonstrated by

performing stress studies, also called forced degradation [5].

Specificity

Specificity is the ability to assess unequivocally the analyte in the presence of
components which may be expected to be present, such as impurities, degradation
products or excipients [3]. A stability-indicating method can selectively analyze the
active pharmaceutical ingredient (API) from the pharmaceutical product. Method can
be developed both to determine only the APl or only the impurity or degradation
product as to separate and determine the API in presence of its impurities and
degradation products [6,7]. The sample solutions (0,5 mg mL" of VLG) were
submitted to accelerated degradation to evaluate the interference in the quantification
of the compound and to provide an indication of the stability-indicating property and
specificity of the proposed method. The interference of the excipients of the
pharmaceutical formulation was determined by the injection of a sample containing
only placebo (in-house mixture of all the tablet excipients) and a sample containing
placebo added to VLG at the concentration of 50 pg mL™". For peak purity test, the
photodiode array detector (PDA) was used and established the stability-indicating
capability of the method by determining the peak purity of VLG in the degraded

samples. The stress conditions analyzed were the following:

(a) Acid hydrolysis: sample solution was prepared and maintained in 1.0M
hydrochloric acid for 24 h and stored at room temperature. After that, 5.0 ml of this
solution were removed and neutralized with 1.0M sodium hydroxide and diluted until

the concentration of 50.0 ug mL™" in mobile phase.
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(b) Basic hydrolysis: sample solution was prepared and maintained in 0.1M sodium
hydroxide for 2 h and stored at room temperature. After that, 5.0 ml of this solution
were removed and neutralized with 0.1M hydrochloric acid and diluted until the

concentration of 50.0 pg mL-' in mobile phase.

(c) Oxidative degradation: sample solution was prepared in H>O, solution 0.3% and
stored at room temperature for 2 h. After that, 5.0 ml of this solution were removed

and diluted until the concentration of 50.0 ug mL™" in mobile phase.

(d) Thermal degradation: sample solution was exposed at 60 °C for 240 h. After that,
5.0 ml of this solution were removed and diluted until the concentration of 50.0 pg
mL" in mobile phase.

(e) Photodegradation: sample solutions were induced by exposing to 200 watt
hours/square meter of near UV light emitting UV-A radiation (352 nm) for 24 h.
Sample solutions were submitted likewise by UV-C radiation (254 nm) during 24 h.
Control samples were protected from light with aluminum foil and, similarly, were
exposed to radiation. The study was performed exposing the solutions in quartz cells
into de photodegradation chamber. After that, these solutions were diluted until the

concentration of 50.0 ug mL™" in mobile phase.

Linearity

Linearity was determined by constructing three analytical curves
independently, each one with seven reference substance concentrations, in the
range of 20-80 pyg mL™" of VLG, prepared in mobile-phase. The peak areas of the
chromatograms were plotted against the respective concentration of VLG to obtain
the analytical curve. The results were subjected to regression analysis by the least
squares method to calculate calibration equation, determination coefficient and by
ANOVA for compliance of the linear model.

57



Capitulo 2: CLAE-UV e estabilidade

Precision and accuracy

The precision of the method was determined by repeatability and intermediate
precision. Repeatability was verified by six independent sample preparations of the
same concentration of VLG, on the same day, under the same experimental
conditions. The intermediate precision of the method was assessed by carrying out
the analysis on three different days (inter-days) and also by other analysts performing
the analysis in the same laboratory (between-analysts). The accuracy was
determined by the recovery of known amounts of VLG reference substance added to
the samples in the begging of the preparative process. The added levels were 25, 50
and 75% of the nominal drug concentration. The results were expressed as the

percentage of VLG reference substance recovered from the sample.

Limits of detection and quantitation

The LD and LQ were calculated and obtained experimentally based on signal-
to-noise approach. The background noise was obtained after injection of the blank,
observed over a distance equal to 20 times the width at half-height of the peak in a
chromatogram obtained by the injection of 50 ug mL™ of the reference substance.
The signal-to-noise ratio applied was 10:1 for the LQ and 3:1 for the LD [8].

Robustness

Robustness can be described as the ability to reproduce the analytical method
in different laboratories or under different circumstances without the occurrence of
unexpected differences in the obtained results [9]. The robustness of an analytical
procedure refers to its ability (measure of its capacity) to remain unaffected by small
and deliberate variations in method parameters and provides an indication of its
reliability for the routine analysis [3,10]. VLG standard and sample were analyzed
under identical experimental conditions. Robustness was investigated with the factors

summarized in Table 1.
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Table 1. Factors and levels investigated during robustness testing

Factor Nominal Levels investigated (-1; +1)
pH of aqueous phase 7.0 6.8;7.2

% of triethylamine 0.3 0.28;0.32

% of acetonitrile 15 14;16
Temperature (°C) 25 23; 27

Flow (mL min™") 1.0 0.8;1.2

Column manufacturer Waters® Ace®; Waters®
Solution stability

To generate reproducible and reliable results, the stability of sample solutions,
standards, reagents and mobile-phase must be determined prior to initiating the
method validation studies. It is often essential that solutions be stable enough to
allow for delays such as instrument breakdowns or overnight analyses using
autosamplers [11]. To assess the stability of sample solutions of VLG, the samples
were maintained at 2-8 °C for 72 h and also placed into the autosampler, at room
temperature, for 24 h. The stability of these solutions compared with freshly prepared
solutions and of the mobile-phase was studied and any change in the
chromatographic pattern was observed.

System suitability

System suitability tests are used to verify that the reproducibility of the
chromatographic system is adequate for the analysis to be done. The tests are based
on the concept that the equipment, electronics, analytical operations and samples to
be analyzed constitute an integral system that can be evaluated as such [12]. System
suitability can be based on resolution of two specified components, tailing factor, limit
of quantitation or detection, expected retention times or number of theoretical plates

[13]. The system suitability test was also carried out to evaluate the reproducibility of
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the system for the analysis to be performed. Parameters measured in this study were

peak area, retention time, theoretical plates, retention factor, and peak asymmetry.

Degradation kinetics

Sample solution was prepared and maintained in 0.1M sodium hydroxide for
120 min. Basic hydrolysis was carried out according to studies described in the
specificity item. At established times (30; 45; 60; 75; 90; 105 and 120 minutes)
sample aliquots were withdrawn and diluted in mobile-phase to achieve concentration
of 50.0 ug mL". These solutions were analyzed by LC using the developed and
validated method for VLG.

Kinetics degradation was determined by plotting the drug concentration (zero-
order process), log (first-order process) and reciprocal concentration (second-order
process) versus time. The best regression coefficients obtained indicated the reaction

order. The kinetics parameters, constant (k) and tgp<, were calculated.

Results and Discussion
Selection and optimization of the chromatographic conditions

The effect of the composition of the column and mobile-phase on the retention
time of VLG and on its chromatographic parameters was initially investigated. The
chromatographic conditions were chosen after the test of different mobile-phases with
distinct proportions of organic solvent (acetonitrile or methanol) and water, with and
without triethylamine, in different pH values of the aqueous phases. The adequacy of
the mobile-phase was decided on the basis of selectivity and sensitivity of the assay,
stability studies and the separation between the degradation products formed during
stress studies. The use of triethylamine solution (0.3%; pH 7.0) in combination with
acetonitrile (85:15; v/v), at room temperature (23 £ 1°C), resulted in a retention time
of 6.2 minutes, and a simple mobile-phase (without salt buffer addition), as shown in

the typical chromatogram of the Fig. 2.
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Figure 2A-B. Representatives RP-LC chromatograms of vildagliptin (VLG) reference
substance solution and overlap of mobile-phase (A); sample solution and overlap of
placebo solution (B). Chromatographic conditions: XBridge™ C8 column (150 x 4.6
mm, 5 um), 25 °C; mobile phase: triethylamine (0.3%; pH 7.0)/acetonitrile (85:15;
v/v); flow rate: 1.0 mL min"; detection: 207 nm.

The determination of VLG was made at 207 nm and no interference was
observed, therefore, this wavelength was utilized. The optimized conditions of the
RP-LC method were validated for the analysis of VLG in pharmaceutical formulations,

due to the capability and application for the quality control.
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Method validation

Specificity and forced degradation studies

Forced degradations were performed to provide indications of the stability-
indicating properties of the analytical method, particularly because no information
about the potential degradation products is available. For VLG, the oxidative and
basic conditions resulted in significant decrease of the area with additional peaks.
Under the basic condition, significant decrease of the peak area was observed within
2 h with one additional peak detected at 2.4 min. Under the acid condition no
significant decrease in the area of the VLG was exhibited. The acid and photolytic
conditions resulted in non-significant reduction of the peak area without any
additional peak detected by UV. Under the oxidative condition, a significant decrease
of the area of VLG was detected and two small degradation product peaks at around
2.4 min and 4.1 min were seen. Under the thermal condition, decrease of the area
was observed within 240 h with two additional peaks detected at 2.9 min and 7.8 min.
No interference from formulation excipients was found, showing that the peaks were
free from any coeluting peak, thus demonstrating that the proposed method is
specific for the analysis of VLG. The stressed samples were, respectively, analyzed
and compared to the VLG reference solution spectrum and with the help of PDA was
verified the peak purity of VLG in the degraded samples. Moreover, in subsequent
studies we analyzed, by mass spectrometer, the reference substance and the main
degraded samples. The chromatograms of forced degradation studies are shown in
Fig. 3.
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Figure 3A-F. RP-LC chromatograms obtained of vildagliptin drug product (VLG; 50ug
mL"). (A) acidic hydrolysis; (B) basic hydrolysis; (C) oxidative degradation; (D)
photodegradation; (E) thermal degradation. Peak 1: VLG, 2: main degradation
process, 3: hydrogen peroxide. Chromatographic conditions: XBridge™ C8 column
(150 x 4.6 mm, 5 um), 25 °C; mobile phase: triethylamine (0.3%; pH 7.0)/acetonitrile
(85:15; v/v); flow rate: 1.0 mL min™': detection: 207 nm.
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Mass spectrometry

By the analysis of the mass spectrum of the solutions obtained of the studies
of forced degradation, more specifically, thermal, oxidative and alkaline degradations
it was possible to suggest the possible molecular structure of the major degradation
product formed in this conditions. In Scan mode it was possible to verify the
additional signal that can be seen at 154 (m/z). The spectra are shown in Fig. 4 and
the possible chemical structure attributed to this signal are indicate in Fig. 5.
Moreover, analysis by LC/MS/MS will be necessary to confirm this chemical

structure.
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Figure 4A-E. Mass spectra obtained to vildagliptin. (A) reference substance; (B)
sample; (C) thermal degradation; (D) basic hydrolysis; (E) oxidative degradation.
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Figure 5. Possible major degradation product formed in all degradation conditions.

Linearity

The analytical curves constructed for VLG were found to be linear in the 20-80
ug mL" range. The value of the determination coefficient calculated (R?= 0.9999, y =
2126352.79x + 12287.36, where, x is concentration and y is the peak absolute area)
indicated the linearity of the analytical curve for the method. The variance analysis (P
= 0.05) was applied to verify the linearity of the method and the results showed that
the regression equation was linear (Fcaculated = 77977.56 > Fgiitica = 4.40) with no

deviation from linearity (Fcaicuiated = 1.69 < Feritical = 4.53).

Precision

The precision evaluated as the repeatability of the method was studied by
calculating the relative standard deviation (RSD) for six determinations of 50 pug mL™,
performed on the same day and under the same experimental conditions. The RSD
value obtained was 0.61. The inter-day precision was assessed by analyzing six
samples on three different days; the mean values obtained were 97.68% (RSD =
0.71). Between analysts precision was determined by analyzing six samples by two
analysts; the values were found to be 97.61% (RSD = 0.59). These results are

summarized in Table 2.
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Table 2. Inter-day and between-analysts precision data of RP-LC for vildagliptin
in samples of pharmaceutical formulation

Inter-day Between-analysts

Day Assay (%) Analysts Assay (%)
97.36 97.66
96.79 97.42

1 96.88 A 97.44
97.26 97.86
97.32 98.08
99.23 98.60
97.43 97.43
97.12 97.12

2 96.90 B 96.90
97.97 97.97
97.97 97.97
96.82 96.82
97.96 Mean® 97.61
98.06 RSD? (%) 0.59

3 97.99 “Mean of twelve replicates
98.45 9RSD = relative standard deviation
98.85
97.96

Mean? 97.68

RSDP (%) 0.71

@Mean of eighteen replicates
PRSD = relative standard deviation

Accuracy

The accuracy was evaluated by the determination of the analyte in solutions
prepared by the standard addition method and expressed in terms of percentage
recoveries of VLG from the real samples. The results are shown in Table 3. The
mean recovery data were 97.71% (RSD = 0.31), demonstrating that the method is
accurate within the desired range.
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Table 3. Accuracy of RP-LC in samples of pharmaceutical formulation

Drug Added Total Nominal Mean Concentration Accuracy RSD°
Level Concentration found® (%) (%)
(g mL™) (g mL™) (g mL™)
10.0 (25%) 50.0 48.07 97.90
Vildagliptin 5, 5 (509 60.0 57.86 97.88  0.31
(38.28ug mL™)
30.0 (75%) 70.0 67.49 97.35

®Mean of three replicates
PRSD = relative standard deviation

Limits of detection and quantitation

The LD and LQ were obtained by using the mean of the slope and the
standard deviation of the intercept of the independent curves, determined by a linear
regression line. The LD calculated was 0.46 pg mL' and the LQ was 1.52 ug mL™.
The LD and LQ determined experimentally were 0.63 pyg mL™" and 2.82 ug mL™" |
respectively.

Robustness

The responses (percentage of VLG in the commercial tablets relative to its
label claimed concentration) obtained in relation to the standard solutions are
summarized in Table 4.

There were no significant changes in the chromatographic pattern when the
modifications were made in the experimental conditions, thus showing the method to
be robust. The stability of the sample solutions was studied and the obtained data
showed the stability during 24 h into the autosampler and during 72 h when
maintained at 2-8 °C.
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Table 4. Responses (percentage of VLG in the commercial tablets relative to its
label claimed concentration) obtained in relation to the standard solutions after
changes in factors investigated by robustness test

Modified Factors Drug obtained (%) RSD? (%)
Aqueous phase (pH 6.8) 97.49 0.24
Aqueous phase (pH 7.2) 96.74 0.79
Mobile-phase proportion (84:16) 97.47 0.25
Mobile-phase proportion (86:14) 97.89 0.05
Temperature (23 °C) 97.89 0.05
Temperature (27 °C) 97.91 0.07
Flow (0.8 mL min™) 97.79 0.02
Flow (1.2 mL min™") 98.31 0.35
Column manufacturer (Ace®) 98.69 0.63
Column manufacturer (Waters®) 97.82 -

RSD? = relative standard deviation in relation to normal conditions
#Mean of three replicates

System suitability

Analysis of the VLG standard evaluated at each day presented the
approximate results: 6345 of theoretical plates and 0.99 of peak asymmetry. The
obtained value for retention factor was 3.60. The experimental results showed that
the parameters tested were within the acceptable range, indicating that the system is

suitable for the analysis intended [11].

Degradation kinetics

From the specificity studies was observed that by oxidative degradation the
reaction occurred very quickly, thus avoiding the realization of the kinetics under this
condition and by thermal degradation, during the period of 240 h, was obtained a
degradation rate of the drug too low. Thus, it was chosen to carry out the degradation
kinetics by alkaline hydrolysis. The chromatograms obtained showed a reduction in
peak area by the time. Concentration, concentration log and reciprocal concentration
of the remaining VLG versus time are shown in Fig. 6.
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Figure 6A-C. Values of concentration, concentration log and reciprocal concentration
of the remaining VLG versus time (A) zero-order reaction; (B) first-order reaction; (C)
values second-order reaction.
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By evaluation of the correlation coefficient, the degradation process follows
first-order kinetics. It was possible, from the slopes of the straights lines, to calculate

the first-order degradation constant k =0.00443 min™ and tgos, = 23.93 min.

Conclusion

Results of the validation studies show that the stability-indicating RP-LC
method is specific, accurate, and robust and possesses significant linearity and
precision, without any interference from the excipients and degradation products.
Degradation studies showed that the degradation by basic hydrolysis follow first-order
kinetics. The proposed method was successfully applied for the quantitative analysis
of VLG in tablets, may thus be used for routine analysis, quality control and for
studies of stability of pharmaceutical tablets containing this drug.

Acknowledgements

The authors wish to thank CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior) and CNPQ (Conselho Nacional de Desenvolvimentos

Cientifico e Tecnoldgico) for the financial support.

71



Capitulo 2: CLAE-UV e estabilidade

References

[1] M.M. Jost, J. Lamerz, H. Tammen, C. Menzel, |, De Meester, A.M. Lambeir, K.
Augustyns, S. Scharpe, H.D. Zucht, H. Rose, M. Jurgens, P. Schulz-Knappe, P.
Budde, In vivo profiling of DPP4 inhibitors reveals alterations in collagen metabolism
and accumulation of an amyloid peptide in rat plasma, Biochemical Pharmacology.
77 (2009), 228-237.

[2] G. Bolli, F. Dotta, L. Colin, B. Minic, M. Goodman, Comparison of vildagliptin and
pioglitazone in patients with type 2 diabetes inadequately controlled with metformin,
Diabetes, Obesity and Metabolism. 11 (2009), 589-595.

[3] International Conference on Harmonization (ICH) of Technical Requirements for
the Registration of Pharmaceutical for Human Use, Validation of Analytical
Procedures: Text and Methodology Q2(R1). (2005) 1 — 13.

[4] International Conference on Harmonization (ICH) of Technical Requirements for
the Registration of Pharmaceutical for Human Use, Stability Testing of New Drugs
Substance and Products Q1A(R2). (2003) 1 — 18.

[5] FDA, Laboratory Operations, Applications and Programs, Food and Drug
Administration, Volume Ill, Section 5, 2003.

[6] N.V.V.S.S. Raman, K.A. Harikrishna, A.V.S.S. Prasad, K. Ratnakar Reddy, K.
Ramakrishna, Development and validation of a stability-indicating RP-LC method for
famciclovir, Journal of Pharmaceutics and Biomedical Analysis. 50 (2009), 797-802.

[7] M. Bakshi, S. Singh, Development of validated stability-indicating assay methods
— critical review, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 28 (2002) 1011
—1040.

[8] J. Ermer, C. Burgess, Detection and Quantification Limit, in: J. Ermer, J.H.McB.
Miller (Eds.), Method Validation in Pharmaceutical Analysis. A Guide to Best Practice,
Weinheim, 2005, pp. 101 —119.

[9] Y.V. Heyden, A. Nijhuis, J. Smeyers-Verbeke, B.G.M. Vandeginste, D.L. Massart,
Guidance for robustness/ruggedness tests in method validation, Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 24 (2001) 723 — 758.

[10] B. Dejaegher, Y.V. Heyden, Ruggedness and robustness testing, Journal of
Chromatography A. 1158 (2007) 138 — 157.

72



Capitulo 2: CLAE-UV e estabilidade

[11] G.A. Shabir, Validation of high-performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis Understanding the differences and similarities between
validation requirements of the US Food and Drug Administration, the US
Pharmacopeia and the International Conference on Harmonization, Journal of
Chromatography A, 987 (2003) 57-60.

[12] The United States Pharmacopeia 32th (2009), Rockville, MD.

[13] Y. Kazakevich, R. LoBrutto, HPLC for Pharmaceuticals Scientists. John Wiley &
Sons, New Jersey, 2007.

73






CAPITULO Ill. Desenvolvimento e validacio de metodologia analitica por
espectrofotometria UV derivada para analise de vildagliptina em comprimidos




Capitulo 3: UV derivada

O objetivo deste capitulo foi a validacdo de método por espectrofotometria UV
derivada para a quantificacdo de vildagliptina presente em comprimidos. Os
parametros avaliados na validacdo do método foram especificidade, linearidade,
precisdo, exatidao e robustez (usando delineamento experimental pelo método de
Plackett-Burman para avaliagdo da influéncia dos fatores selecionados para
verificagdo da robustez do método) e os resultados obtidos estdo de acordo com os
cédigos oficiais. Posteriormente a validagdo da metodologia analitica, foi realizado
estudo comparativo entre os dois métodos desenvolvidos e validados para
quantificagcado do farmaco em questéo (por CLAE e UV derivada) e néo foi detectada

diferencga significativa no teor de vildagliptina.
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ABSTRACT

Validation of UV derivative method was performed for quantitative determination of
vildagliptin (VLG) in tablets using water as solvent. The method was validated in
accordance to ICH guidelines acceptance criteria for specificity, linearity, precision,
accuracy and robustness. Because excipients of the formulation interferes in the
specificity of the UV zero order method, was utilized the UV second order derivative
method at 220 nm, with delta lambda 8 and scaling factor 20. The method was linear
(R2 = 0,9997) at concentrations ranging from 25 to 175 pg mL", precise, exact and
robust. The results confirmed that the method is valid and useful for the routine
quality control of VLG in tablets. The method was compared to a high performance
liquid chromatography method (HPLC), which was previously developed and
validated for the same drug. There was not significative difference between the
methods for vildagliptin quantitation.

Keywords: experimental design, quantitative determination, robustness, UV
derivative method, validation, vildagliptin.
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INTRODUCTION

Diabetes mellitus is a progressive disease characterized by deterioration of
pancreatic islet cell function and increased insulin resistance [1]. It is a disease of
multiple etiologies that affects quality of life of affected individuals [2]. This pathology
is a major public health problem due to its high frequency in the population, its
complications, mortality and high financial and social costs involved in treatment [3].

Inhibitors of dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4), represent a new class of
antidiabetic agents for the treatment of type 2 diabetes, wich improves glycemic
control by preventing the degradation of peptide-1, similar to glucagon (GLP-1) and
insulinotropic peptide, dependent on glucose (GIP). These intestinal peptides, also
known as incretins, are released by the intestine throughout the day, and levels

increased in response to a meal [4].

Vildagliptin  (VLG), (S)-1-[N-(3-hydroxy-1-adamantyl) glycyl] pyrrolidine-2-
carbonitrile (Figure 1), is a potent and selective dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4)
inhibitor that improves glycaemic control in patients with type 2 diabetes mellitus by
increasing a- and B-cell responsiveness to glucose. It was approved in Europe as a
complementary therapy to metformin, sulfonylurea or thiazolidinone [5].

HO
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Figure 1. Chemical structure of VLG

Spectrophotometric methods are the most commonly used techniques and
continue to enjoy wide popularity. The common availability of the instrumentation, the
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simplicity of procedures, speed, precision and accuracy of the technique still make
spectrophotometric methods attractive. Also, spectrophotometric methods of analysis
are more economic and simpler, compared to methods such as chromatography and
electrophoresis. Derivative spectrophotometry in the UV region is a useful technique
in extracting qualitative and quantitative information from overlapping bands of the
analytes and interferences. The analytical technique consists in the differentiation of
normal spectrum by mathematical transformation of spectral curve into a derivative

(first- or higher derivatives) [6].

The objective of this study was to demonstrate the viability of use of the
ultraviolet derivative method to develop and to validate a simple, fast and low cost
method to quantify VLG in solid pharmaceutical dosage form. Besides, the

comparison of this results with those obtained from the HPLC analysis is presented.

EXPERIMENTAL
Samples

VLG reference standard (99.50%) was purchased of Sequoia Researched
Products (United Kingdom) and the commercial tablets of Galvus® (Novartis
Biociéncias S. A., SP, Brazil) containing 50 mg of VLG were obtained from
commercial sources within their shelf life period. The excipients contained in the
dosage form (lactose, microcrystalline cellulose, sodium starch glycolate and
magnesium stearate) were all of pharmaceutical grade and acquired from different

suppliers.

Instrumentation and Conditions

Spectrophotometric measurements were made using a 1.0 cm quartz cell on a
Shimadzu 1800 double beam UV-vis spectrophotometer coupled computer loaded
with Shimadzu UV Probe software of version 2.33.
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Preparation of reference standard and sample solutions

The reference substance was accurately weighed and dissolved in a 100 mL
volumetric flask with water to produce a concentration of 0.5 mg mL™ in vildagliptin.

This solution was diluted appropriately to yield a final concentration of 100.0 pg mL™.

To prepare the sample solution, tablets containing 50 mg of VLG were
accurately weighed and crushed to fine powder. An appropriate amount was
transferred into an individual 100 mL volumetric flask, diluted to volume with water
and sonicated for 10 minutes obtaining the concentration of 0.5 mg mL™" of VLG. The
volume was completed with the same diluent and an aliquot of 2.0 mL of this solution

was diluted in a 10 mL volumetric flask to yield a final concentration of 100.0 ug mL™

The placebo solution was prepared by mixture of simulated excipients of
formulation and diluted appropriately in water until the concentration in wich these

excipients were present in pharmaceutical dosage form.

Procedure

The stability of reference and sample solutions was evaluated at room
temperature (23 + 1°C) during 24 h. The stability of these solutions was verified by
observing any change in the spectrophotometric pattern, comparing with freshly
prepared solutions. Absorbance of the derivative spectra was measured at 220 nm
for VLG determination.

The absorption spectra of the samples were recorded between 200 nm and
300 nm against a reagent blank (water). The zero-order spectra of pure drug was
stored individually within the above concentration ranges and was derivatized in
second order, by zero-crossing method, using delta lambda 8 and scaling factor 20.
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Method validation

The method was validated by the determination of the following parameters:
specificity, linearity, precision, accuracy and robustness following the International

Conference on Harmonisation (ICH) guidelines [7] [8].

The specificity of the method was performed by preparing a placebo
containing the same excipients of the commercial product. The placebo solution
absorbs in the same wavelength as vildagliptin (207 nm). Thus, was used the method
by derivative ultraviolet spectrophotometry to remove the interference of the placebo

and accomplish only the determination of vildagliptin in tablets.

The linearity was realized by three calibration curves that were prepared with
seven concentrations (25, 50, 75, 100, 125, 150 and 175 ug mL™") of the reference
standard. The obtained absorbances were plotted against the respective
concentrations of drug to obtain the analytical curve. The regression line was
determined by the method of least squares and the curves were validated by means
of the analysis of variance.

The precision was realized through six samples, at the same concentration
(100 pg mL™"), under the same experimental conditions in the same day for intra-day
precision (repeatability) and on three different days for inter-day precision
(intermediate precision). The relative standard deviation (RSD) was determined.

The accuracy was calculated in relation of the percentage of recovery by the
assay of the known added amount of vildagliptin reference substance in the sample
solutions using three concentrations levels covering the specified range (125, 150
and 175 ug mL™") and three replicates of each concentration.

The robustness test examines the potential sources of variability in one or a
number of responses of the method. To examine potential sources of variability, a
number of factors are selected from the operating procedure and examined in an
interval that slightly exceeds the variations which can be expected when a method is
transferred from one instrument to another or from one laboratory to another. These
factors are then examined in an experimental design, as the Placket-Burman, and the

effect of the factors on the response(s) of the method were evaluated [9]. The
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robustness test was accomplished through experimental design by Plackett-Burman.
The factors and levels studied for the robustness test are presented in Table 1. After
determination of the number of real factors to be examined, the remaining columns in
the design were defined as dummy factors. A dummy factor is an imaginary factor for
which the change from one level to the other has no physical meaning. The
experiments and its specified levels are represented in Table 2.

Table 1. Factors and levels investigated in the robustness test.

Factors Nominal Levels investigated (-1; +1)
Shaken in ultrasonic bath (min) 10 8;12
Mechanical Shaken (min) 10 8;12
Wavelength (nm) 220 218; 222

Table 2. Placket-Burman experimental design with the investigated factors.

Assay Ultrasonic Dummy Dummy Wavelength Dummy Mechanical Dummy

bath shaken

1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1
3 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
5 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1
7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
The effects of the factors on response were calculated according to the
equation:
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Ex:ZY<+>_ZY<—>
N/2 N/2

Where:

Ex = effects of the factor on response

and
DYH) D Y(-) = sums of the responses

N = number of experiments of the design

The estimate error of the experiment was obtained according to the equation

below:
Z EZdummy
Fe= |~/ —
nerr{)r
Where:

Ee = experimental variability within the design

> E2dummy = sum of squares of the n,,,, dummy

error

After calculate the effects of the factors and of the error of the experiment, the
significance of the factors was determined in analysis through the accomplishment of

the t-test statistic method according to the following equation:
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Where:
Ex = effects of the factor on response

Ee = experimental variability within the experimental design

The t-calculated value was compared with t—theoretical bicaudal for o= 0.05

and 10 degrees of freedom (gl).

RESULTS AND DISCUSSION

Selection and optimization of the espectrophotometric conditions

The spectrophotometric conditions were chosen after the test of different
solvents such as water, methanol, acetonitrile, dichloromethane, chloroform, 0.1M
HCI and 0.1M NaOH. The solubility of VLG and its absorption in the ultraviolet region
were tested. The preparation of vildagliptin in water was chosen because of high
absorption obtained with this solvent and also because it is a non-organic solvent
and, therefore, non-toxic, inexpensive and easy disposal without polluting the

environment.

UV absorption spectrum of VLG showed a maximum absorbance at 207 nm
but the determination of the VLG was not possible by direct measurements of
absorbance in zero-order spectra because the placebo solution interferes in the
absorption spectra of VLG (Figure 2). Then, the determination of VLG was made at
220 nm, using second order derivatization, by zero-crossing method.
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Figure 2. UV spectra to the placebo (A) and VLG (B) solutions (sobreposition) in the
concentration of 100 pg mL™.

The optimization of the derivative spectrum was based on the influence of the
delta lambda and scaling factor with the objective of optimized the relation signal to
noise ratio. The second order derivative spectrum of VLG showed sharper, better-
defined peak of absorption and better signal to noise ratio when compared with the

zero-order spectrum and other order derivative spectra (second-order) (Figure 3).

Therefore, derivative spectrophotometry shows more resolution and makes it

possible to analyze the drug in presence of the excipients without any pretreatment.

The optimized conditions were validated for the analysis of VLG in order to
quality control of the tablets in pharmaceutical dosage form.
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Figure 3. UV derivative spectra (second-order) obtained for the placebo and VLG
solutions (sobreposition) in the concentration of 100 pg mL™".

Therefore, derivative spectrophotometry shows more resolution and makes it

possible to analyze the drug in presence of the excipients without any pretreatment.

The optimized conditions were validated for the analysis of VLG in order to

quality control of the tablets in pharmaceutical dosage form.

Method validation

Linearity was observed over the concentration range of 25 to 175 ug ml™ in
220 nm with linearity equation y = 0,0015x + 0,0033 (R? = 0.9997), where x is the
VLG concentration (expressed as ug ml™') and y is the amplitude from the peak at
220nm. The variance analysis (P = 0.05) was applied to verify the linearity of the

method and the results showed that the regression equation was linear (Fcalculated
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= 38469.74 > Fcritical = 4.40) with no deviation from linearity (Fcalculated = 3.4 <
Fcritical = 4.3).

The experimental values obtained for the determination of the precision of
analytical method are presented in Table 3. The low relative standard deviation
(RSD) obtained for the repeatability and intermediary precision showed the good
precision of the method.

Table 3. Inter-day and between-analysts precision data for vildagliptin in samples of
pharmaceutical formulation obtained by UV derivative method at 220 nm in the
concentration of 100pg/mL.

Repeatability Intermediate
Sample (n) precision
Day 1 Day 2 Day 3*
1 97.97 99.86 97.78
2 99.47 97.16 97.78 97.42
3 97.78 97.99 96.51
4 98.41 98.87 97.34 98.06
5 97.78 96.91 97.97
6 99.04 97.55 97.15 98.41
Mean (%) 98.41 98.06 97.42 97.96
RSD 0.72 1.14 0.55 0.88
* Analyst B

The accuracy of the method ranged from 96.16 to 98.95% (RSD = 1.45). The
results are shown in Table 4. These values showed the good accuracy of the
purposed method.
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Table 4. Accuracy in samples of pharmaceutical formulation.

Drug Added  Total Nominal Mean Concentration Accuracy RSD°
Level 1 Concentra1tion found‘*‘1 (%) (%)
(gmL™)  (ugmL) (g mL™)
25 (25%) 125.0 120.34 98.95
Vildagliptin 145
(95.60ug mL") 50 (50%) 150.0 144.02 96.86 '
75 (75%) 175.0 167.72 96.16

#Mean of three replicates
PRSD = relative standard deviation

The results of the experiments of the study of the robustness are presented in
Table 5. They are expressed in percentage of the drug in relation to the nominal

dose, calculated using standard solution in the nominal condition of the method.

Table 5. Responses (percentage of VLG in the commercial tablets relative to its
label claimed concentration) obtained, in each assay, in relation to the standard
solutions after changes in factors investigated by robustness test.

Experiment Percentage of VLG (%)

98.65
98.88
99.09
96.69
96.91
97.69
98.69
97.91

0 N O G B~ WON =

The effects of the factors in analysis, the error estimated starting from the
dummy factors and the value of t - calculated are showed in Table 6. The analysis of

the results of the robustness study demonstrated that the factors in analysis didn't
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present significant effect on the quantitation of VLG, indicating the robustness of the

UV derivative spectrophotometric method.

Table 6. Experimental values of the effects and t-calculated of the factors analyzed.

Factor |Effect| t-calculated
Mechanically shaken 1.04 2482
Shaken in ultrasonic bath 0.27 0.642
Wavelength of the detector 0.55 1.30°

®No statistical difference to t (0.05; 2); experimental error Ee = 0.420.

Comparison between HPLC Method and UV derivative spectrophotometric
method

The Student’s t-test was applied and does not reveal significant difference
between the experimental values obtained in the sample analysis by the two
methods. Table 7 shows that the calculated t-value and F-value was found to be less
than the tabular values at 95% confidence limits. Thus, the developed and validated
methods provided similar results for vildagliptin quantitation.
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Table 7. Results obtained in the comparison of HPLC and UV derivative methods.

HPLC (ug/mL) UV DERIVATIVE (ug/mL) t-test

48.79 (97.58%) 98.60 (98.54%)
48.66 (97.32%) 98.59 (98.14%)
48.63 (97.26%) 97.75 (97.43%) 1.25x 10°%°
48.94 (97.89%) 98.60 (98.21%)
49.02 (98.05%) 97.75 (97.55%)
( )

49.00 (98.00%) 98.17 (97.91%
Tabular value for ¢ (0.05; 10) = 2.228

CONCLUSION

The results indicated that the UV derivative spectrophotometric method was
specific, linear, precise, accurate and robust. There is no significant difference
between the previously validated HPLC method and UV derivative method, which
confirm that the UV derivative method is adequate and useful to the routine quality
control of VLG in pharmaceutical dosage form.
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Discusséao e Conclusoes Gerais

Para obtencdo de um produto farmacéutico adequado é necesséario que o
controle de qualidade esteja bem implementado na industria farmacéutica de forma
que o consumidor receba um produto em condicbes de uso adequadas e

padronizadas.

Dessa forma, é muito importante que todo medicamento comercializado
possua metodologia validada garantindo, assim, um controle de qualidade efetivo e

confiavel para determinagéao do farmaco na sua forma farmacéutica.

O desenvolvimento de métodos analiticos para a determinagdo de
vildagliptina € requerido uma vez que néo existe literatura cientifica analitica sobre o

farmaco para que possa ser utilizada no controle de qualidade do medicamento.

Diante disso, este estudo visou desenvolver e validar métodos qualitativos e
quantitativos para a analise de vildagliptina em comprimidos, avaliar a aplicabilidade
destes métodos para os estudos de estabilidade, incluindo a determinagdo da
cinética de degradacado do farmaco frente a condicdo de estresse, e realizar a
analise comparativa dos dois métodos validados.

Inicialmente foram realizados testes para caracterizar e identificar a VLG
substancia de referéncia visando o seu uso como padrao. Dentre esses testes estao:
solubilidade, IV, DSC, faixa e ponto de fusdo e RMN de H. Estes testes foram
efetuados de forma satisfatéria permitindo adequada caracterizagao da SQR que foi

utilizada.

As andlises por CCD, CLAE e UV permitiram a identificacao, de forma segura,

de vildagliptina na forma farmacéutica comprimidos.

A validagdo de método por CLAE, com a utilizagdo de condigdes normais de
coluna (C8) e detector (UV/DAD) permitiu a andlise qualitativa e quantitativa do
farmaco de maneira rapida e eficiente. Além disso, a exposi¢ao do farmaco a fatores
de estresse possibilitou a elucidacao de fatores aos quais a molécula € susceptivel.
O farmaco demonstrou ser sensivel a hidrélise basica, a oxidagao e a temperatura. A
eluicdo em diferentes tempos de retengcdo, do farmaco e dos seus produtos de
degradacdo, garante a caracteristica de método indicador de estabilidade, sendo
essencial para estudos futuros de isolamento e identificagdo de produtos de
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degradacao do farmaco, visando a manutencao da eficacia e seguranca do produto

farmacéutico.

A utilizacdo da espectrometria de massas gerou informagdes importantes,
onde foi possivel sugerir a possivel estrutura quimica do produto de degradacao
majoritario formado nas trés condicbes de estresse testadas: alcalina, oxidativa e
térmica. Porém, o isolamento e a analise por ressonancia magneética nuclear

necessitam ser realizados para confirmagéo.

A determinacao da cinética de degradacao em condi¢des basicas foi definida
como de primeira ordem permitindo prever o grau de transformacao ocorrido durante
o periodo do estudo. A alta velocidade de degradacao do farmaco em solugao

permitiu detectar a acentuada labilidade em condi¢des basicas.

A validacdo do método por espectrofotometria na regido do UV derivada
permitiu a determinacdo quantitativa de uma maneira rapida e precisa, de extrema

importancia para o controle de qualidade de rotina de vildagliptina nos comprimidos.

Os métodos propostos neste trabalho para quantificacdo de vildagliptina em
comprimidos foram comparados estatisticamente, através do Teste t de Student
presumindo variancias equivalentes. O resultado demonstrou que nao ocorreram
diferencas significativas entre os mesmos e, dessa forma, estes métodos podem ser

considerados intercambiaveis.
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Perspectivas

Como continuacao desse trabalho, pretende-se trabalhar com os seguintes

objetivos:

- Desenvolver e validar método analitico através de CLAE, com deteccao por
espectrometria de massas (EM), para avaliagdo de comprimidos revestidos contendo

vildagliptina e metformina;

- Desenvolver e validar método analitico através de EC, com deteccdao UV, para
avaliacao de comprimidos contendo vildagliptina;

- Desenvolver e validar método analitico através de EC/EM/EM para avaliacdo de
comprimidos revestidos contendo vildagliptina e metformina e para avaliacdo de

comprimidos contendo vildagliptina;

- Comparar a efetividade dos métodos analiticos desenvolvidos na analise
quantitativa de vildagliptina e, também de vildagliptina e metformina em

comprimidos;

- Desenvolver e validar o método de dissolugdo de comprimidos revestidos de
vildagliptina e metformina e de comprimidos de vildagliptina;

- Realizar o isolamento e identificagao dos possiveis produtos de degradacéo.
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