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APRESENTACAO
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impurezas da sitagliptina e vildagliptina;

o Capitulo Il: desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para
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Capitulo IV: avaliagao da toxicidade — Encarte de publicacao;
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RESUMO

A avaliagdo no perfil das impurezas de farmacos esta sendo alvo de atenc&o das
agéncias regulatorias nacionais e internacionais visto que podem gerar implicagdes
na saude da populagédo. Frente a isso, as industrias farmacéuticas devem adequar-
se as novas regulamentacdes para garantir a qualidade, seguranga e eficacia dos
medicamentos. O fostato de sitagliptina (STG) e vildagliptina (VLG), liberados para
uso clinico no Brasil em 2006 e 2007, respectivamente, sido utilizados para o
tratamento do diabetes mellitus tipo 2. Na literatura pesquisada nao foram
encontrados relatos referentes a determinagao quantitativa de impurezas de sintese
da vildagliptina e sitagliptina. Desta forma, este trabalho teve por objetivo
desenvolver e validar métodos analiticos para a determinacdo de impurezas dos
farmacos sitagliptina e vildagliptina, além de avaliar a toxicidade dos mesmos. Foi
desenvolvido e validado método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
para determinacdo do fosfato de sitagliptina na presenga de duas impurezas de
sintese de acordo com os pardmetros de especificidade, linearidade, precisdo,
exatidao, robustez, limites de deteccdo e quantificacdo. Para tanto, foi utilizada
coluna cromatografica XBridge™ Pheny (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), vazdo 1,0
mL/min e deteccdo em 207 nm. A fase mével foi composta por acetonitrila: solugao
aquosa em 0,05% de acido formico (40:60, v/v). A determinagdo quantitativa da
vildagliptina e duas impurezas de sintese foi desenvolvida e validada utilizando a
técnica por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia. A coluna cromatografica
utilizada corresponde ACQUITI UPLC® BEH C8 (50 x 2,1 mm; 1,7 um), vazéo 0,3
mL/min, volume de injecdo de 1 pL e temperatura de 35°C. A fase movel foi
composta por metanol em acido férmico 0,1%: solugdo aquosa em acido férmico
0,1%. A partir dos resultados obtidos, verificou-se que estes estdo de acordo com os
requisitos preconizados pelos codigos oficiais. Esta pesquisa também apresenta
resultados referentes aos estudos de citotoxicidade e genotoxicidade tanto dos
farmacos quanto das respectivas impurezas realizados a partir dos ensaios de MTT,
vermelho neutro, 6xido nitrico, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, potencial
de membrana mitocondrial e teste cometa.

Palavras-chave: vildagliptina, sitagliptina, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
cromatografia liquida de ultra-eficiéncia, impurezas, validagao, toxicidade.






ABSTRACT

Impurities profiling have attention of national and international regulatory agencies as
they may generate implications for the health of the population. Against this,
pharmaceutical industry must be suitable for new regulations to ensure quality, safety
and efficacy of medicines. The phosphate sitagliptin and vildagliptin, released for
clinical use in Brazil in 2006 and 2007, respectively, and used for the treatment of
diabetes mellitus type 2. In the literature, we not found any reports regarding the
quantitative determination of impurities synthesis of vildagliptin and sitagliptin. Thus,
this study aimed to develop and validate analytical methods for the determination of
impurities of sitagliptin and vildagliptin in addition to performing toxicological tests. It
was developed and validated an analytical method by high-performance liquid
chromatography for determination of sitagliptin in presence of two impurities
synthesis according to the specific parameters, linearity, precision, accuracy,
robustness, limits of detection and quantification. The XBridge™ Phenyl column (250
mm X 4.6 mm d.i., 5 um), flow rate 1.0 mL/min and detection at 207 nm. The mobile
phase was composed of acetonitrile: aqueous solution in 0.05% formic acid (40:60,
v/v). The results obtained are in accordance with the requirements recommended by
official guides. Quantitative determination of vildagliptin and its synthetic impurities
was developed using liquid chromatography ultra efficiency. The chromatographic
column ACQUITY UPLC® BEH C8 (50 x 2.1 mm, 1.7 um) was used, flow rate 0.3
mL/min, injection volume 1 puL and temperature 35 °C. The mobile phase is
composed of methanol in formic acid 0.1%: aqueous solution in formic acid 0.1%.
This research presents results for the cytotoxicity and genotoxicity studies of both
drugs and the impuirities.

Keywords: vildagliptin, sitagliptin, high performance liquid chromatography, ultra
performance liquid chromatography, drug impurities, validation, cytotoxicity,
genotoxicity.
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INTRODUGAO

O controle e a avaliagdo de impurezas nos insumos empregados pela
industria farmacéutica sdo fundamentais para a qualidade, seguranga e eficacia dos
medicamentos desenvolvidos. O estabelecimento do perfil das impurezas através da
identificacdo e quantificagdo esta recebendo importante atencdo por parte das
autoridades reguladoras, onde diferentes farmacopeias tém incorporado os limites
com relagao aos niveis permissiveis de impurezas presentes no medicamento (ROY,
2002).

A presenca das impurezas pode representar inumeras implicacdes para a
saude da populagdo como potenciais efeitos teratogénicos, mutagénicos ou também
carcinogénicos (BALASUBRAHMANYAM et al., 2012a). Desta forma, estudar o
potencial genotdxico destas substancias torna-se necessario. Adicionalmente, a
correta selecdo das metodologias analiticas € essencial e deve ser sensivel o
suficiente para medir pequenas quantidades das impurezas
(BALASUBRAHMANYAM et al., 2012b).

O uso continuo de medicamentos tem sido alvo de estudos relacionados a
presenga de impurezas e produtos de degradacgio, avaliagdo da estabilidade,
citotoxicidade e genotoxicidade. Sabendo que o paciente necessita de tratamento
que auxilie no restabelecimento da saude e melhora na qualidade de vida, qualquer
comprometimento na qualidade do medicamento interfere no sucesso da terapia.
Assim sendo, € necessario o desenvolvimento de métodos que possam contribuir
para o aprimoramento do controle da qualidade, da seguranga e da eficacia dos
mesmos visando identificar e quantificar, quando presentes, impurezas que possam

influenciar na terapia e na condi¢cao de saude destes pacientes.

Dentre as doencas que necessitam de tratamento por um extenso periodo de
tempo, destaca-se o diabetes mellitus tipo 2 que, devido a complexa fisiopatologia
exige da farmacoterapia uma combinagdo de medicamentos que sejam capazes de
manter os niveis basais de glicose no sangue. Diretrizes clinicas monitoram a
necessidade de modificagdes no tratamento quando a terapéutica ndo esta sendo
alcangada, visando melhora na resposta clinica do paciente (NEUMILLER e
SETTER, 2012).
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Atualmente, a classe das gliptinas, que incluem a sitagliptina e a vildagliptina
estd sendo utilizada para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2. Por serem
medicamentos recentes, poucos estudos foram realizados referentes a avaliagéao e
quantificacdo de impurezas presentes nestes farmacos. Seu mecanismo de acao
baseia-se em inibir a enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4), que melhora a agao das
incretinas mantendo os niveis de glicose dentro da normalidade (NEUMILLER e
SETTER, 2012).

Tendo em vista o reduzido numero de dados referentes a presenca,
identificacdo e quantificagdo, bem como quanto ao potencial toxicolégico das
impurezas relacionadas a estas gliptinas e por representarem um consumo
substancial na terapéutica atual, o desenvolvimento e investigagdo de métodos
analiticos e investigagao da toxicidade constitui contribuicdo relevante para garantir
a confiabilidade e seguranca no uso cronico destes medicamentos e tratamento

eficaz do diabetes mellitus tipo 2.

O presente trabalho estda baseado nestes propdsitos e objetiva subsidiar o
controle de qualidade no estabelecimento de métodos confiaveis para identificacéo,
determinagcdo quantitativa e avaliacdo da toxicidade referente as impurezas

organicas dos farmacos fosfato de sitagliptina e vildagliptina.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar métodos analiticos que viabilizem a identificacao,
caracterizagdo e determinagdo quantitativa de impurezas organicas dos farmacos

sitagliptina e vildagliptina, bem como avaliar sua toxicidade.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Caracterizar as substancias quimicas de referéncia por meio de técnicas

cromatograficas, espectrométricas e espectrofotométricas;

— Desenvolver métodos analiticos para analise do perfil de impurezas da

sitagliptina e vildagliptina;

— Validar os métodos analiticos para deteccao e quantificagao das impurezas de

sintese da vildagliptina e sitagliptina;

— Realizar estudos in vitro de citotoxicidade e genotoxicidade das impurezas da

sitagliptina e vildagliptina.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ASPECTOS GERAIS

As formulagbes dos medicamentos possuem ingredientes ativos e inativos,
sendo que o farmaco é o responsavel pela agao farmacoldgica. Este pode apresentar-
se na sua forma n&o completamente pura, onde a presenca de impurezas em
concentragdo acima do aceitavel compromete na seguranga e eficacia do tratamento
medicamentoso (NAGPAL et al., 2011; HOLM e ELDER, 2016).

Durante a sintese de novos compostos, as chances da presenca de impurezas
sdo significativas, pois esse processo ocorre a partir de materiais de partida,
solventes, intermediarios e sub-produtos. Nestes casos, os materiais de partida
geralmente apresentam especificagbes de pureza inferiores quando comparados as
substancias farmacolégicas. Portanto, devido ao grande numero de materiais
envolvidos, a pureza durante o processo de sintese pode estar comprometida
(AHUJA, 2007).

Os materiais de partida utilizados para a sintese de matérias-primas também
podem ser oriundos a partir de diferentes rotas ou fontes sintéticas e, dependendo do
fabricante, podem gerar diferentes perfis de impurezas. Assim sendo, a partir do
conhecimento das rotas potenciais, podem-se desenvolver métodos que vizem o
controle dessas impurezas. (ARGENTINE et. al., 2007; ALSANTE et. al., 2014).

Adicionalmente, os solventes utilizados também podem conter impurezas em
quantidades variadas, sendo que sua interacdo com os demais produtos utilizados
podem gerar outras impurezas (AHUJA, 2007).

Os excipientes empregados durante a formulagcdo também podem gerar
impurezas. A ampla variedade de condigcdes na qual o farmaco passa durante o
processo de formulagdo pode comprometer a qualidade levando a degradacdo. Por
exemplo, o calor compromete substancias termossensiveis, solucbes e suspensoes
podem levar a hidrdlise ou solvélise, bem como a oxidacido e reacdes fotoquimicas
(AHUJA, 2007).

A qualidade dos excipientes, o desenvolvimento da formulagdo, o processo e
fabricagdo, e a correta selecdo de embalagens também influenciam na qualidade e
seguranga do produto final, diminuindo a probabilidade da presenca de impurezas
(HOLM e ELDER, 2016).
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As etapas durante a producdo de medicamentos, bem como alteracdes neste
processo podem comprometer a qualidade do produto final, ja que estas resultam da
ampla diversidade de variaveis existentes (CUI et al., 2012).

Nessas situagdes, € importante identificar estratégias capazes de controlar as
possiveis alteragdes quimicas e fisicas dos ativos e produtos farmacéuticos durante o
processo de desenvolvimento, visto que essas modificacbes afetam a eficacia e
seguranga dos medicamentos (ALSANTE et al., 2014).

Desta forma, a avaliagdo das mudancgas durante o desenvolvimento que formam
impurezas contribui para a seguranca e auxiliam nas pesquisas de tratamentos

inovadores sem comprometer a qualidade do produto final (ALSANTE et al., 2014).

3.2. IMPUREZAS DE FARMACOS

O perfil farmacolégico e toxicolégico € responsavel pelos efeitos adversos e
pela segurancga, respectivamente, que também podem estar relacionados a presenca
de impurezas. E necessario o monitoramento e controle das impurezas para garantir
qualidade e seguranga de um medicamento sendo que as atividades analiticas
representam componente chave na analise farmacéutica moderna (JAIN e
BASNIWAL, 2013).

As impurezas em produtos farmacéuticos correspondem as substancias
quimicas indesejaveis que permanecem nos insumos ativos, ou que sao produzidas
durante a formulacéo e também mediante o envelhecimento (ROY, 2002; NAGPAL et
al, 2011).

Quando um novo processo € desenvolvido, as matérias-primas, o0s
intermediarios, os reagentes ou solventes podem reagir entre si gerando subprodutos
ou impurezas do processo (BALASUBRAHMANYAM et al., 2012a). A presencga destes
materiais indesejados, mesmo que em pequenas quantidades, pode comprometer a
eficacia e seguranga dos produtos farmacéuticos (ROY, 2002; NAGPAL et al, 2011,
BALASUBRAHMANYAM et al., 2012b).

Varios fatores podem influenciar na presenga de impurezas, tais como: a
estereoquimica do ativo, dado que os enantidbmeros podem apresentar diferencas na
farmacologia e toxicologia; a cristalizagdo dos compostos ativos, que podem alterar

suas propriedades; a presenca de polimorfos, que diferem nas suas propriedades
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fisicas alterando também o comportamento biofarmacéutico. Adicionalmente,
diferentes grupos funcionais podem sofrer reagdes gerando impurezas e produtos de
degradagao, dentre eles, grupamento éster pode ser suscetivel a hidrolise, grupos
hidroxila na presengca de compostos aromaticos estao sujeitos a degradacgao oxidativa,
também estao presentes a fotoxidacao, fotdlise e aquecimento como outros exemplos
(NAGPAL et al, 2011).

Desta forma, as agéncias regulatorias e sanitarias estdo cada vez mais atentas
para esse assunto e vem buscando diferentes estratégias no intuito de garantir a
qualidade e seguranca das preparagbes farmacéuticas (ICH-Q3A(R2), 2006; ICH-
Q3B(R2), 2006; BRASIL, 2015).

O guia Q3A(R2) do International Council on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) fornece
orientagcbes sobre o conteudo e qualificagdo de impurezas em novos farmacos
sintetizados quimicamente. O guia Q3B(R2) informa sobre impurezas em novos
medicamentos produzidos a partir de sintese quimica (ICH-Q3A(R2), 2006; ICH-
Q3B(R2), 2006).

Segundo o ICH, as impurezas podem ser classificadas em trés categorias:
impurezas organicas, impurezas inorganicas e solventes residuais. As impurezas
organicas podem surgir durante o desenvolvimento ou armazenamento, sendo que
estas incluem os materiais de partida, sub-produtos, intermediarios, produtos de
degradacao, reagentes, ligantes e catalisadores (ICH-Q3A(R2), 2006).

As impurezas inorganicas sao resultados do processo de desenvolvimento e
incluem reagentes, ligantes, catalisadores, metais pesados ou outros metais residuais,
sais inorganicos ou outros materiais (ICH-Q3A(R2), 2006).

Os solventes correspondem aos liquidos organicos ou inorganicos usados
como veiculo para preparo de solugcdes ou suspensdes durante a sintese de um novo
composto (ICH-Q3A(R2), 2006). Estes sao divididos em trés categorias, sendo que os
pertencentes a classe 1 (benzeno, tetracloreto de carbono, 1,2 dicloroetano, 1,1
dicloroeteno, 1,1,1 tricloroetano) correspondem aos solventes téxicos que devem ser
evitados. Caso seu uso seja inevitavel, deve ser utilizado de acordo com os niveis
permissiveis pelos guias regulatorios (NAGPAL et al, 2011).

A classe 2 (acetonitrila, clorobenzeno, cloroférmio, cicloexano, diclorometano,
formamida, hexano, metanol, tolueno, entre outros exemplos) corresponde aos

solventes que devem ser de uso limitado devido a sua toxicidade inerente. Na classe 3
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(dcido acético, acetona, anisol, etanol, acido férmico, acetato de metila,
dimetilsulféxido, entre outros exemplos) estdo presentes os solventes com baixo
potencial toxico (NAGPAL et al, 2011).

A presenca de impurezas enantioméricas deve ser cuidadosamente
monitorada, visto que podem apresentar diferengas nos perfis farmacolégicos e
toxicolégicos (AHUJA, 2007; BALASUBRAHMANYAM et al., 2012a). Estas impurezas
podem interagir com diferentes alvos quirais como receptores, enzimas e canais
ibnicos podendo apresentar alguma atividade de interesse, atuar como antagonista,
possuir atividade distinta da terapéutica e até mesmo efeitos adversos (AGRANAT et
al., 2002).

De acordo com as especificagdes do ICH, ndo € necessaria identificacdo de
impurezas que estejam abaixo do nivel de 0,1%, somente no caso destas
apresentarem atividade ou serem téxicas (ICH-Q3A(R2), 2006).

Se a dose maxima diaria ingerida for menor ou igual a 2g e o limite de
impurezas encontrado for de 0,05%, ndo € necessario fazer a identificacédo e
qualificacdo destas impurezas, sendo que a identificacdo é feita somente quando o
limite de impurezas for de 0,1%, ou se a dose diaria resultar em 1mg da impureza.
Com relagao a qualificacdo das impurezas, € necessario que estas superem o limite
de 0,15% ou a ingestéo diaria ser de 1mg (ICH-Q3A(R2), 2006).

Para doses diarias acima de 2g, ndo é necessario a identificagcao e qualificagéo
das impurezas se estas forem encontradas em um limite de até 0,03%. Caso contrario,
deve-se realizar a identificagcdo e qualificacdo das impurezas encontradas, bem como
sua toxicidade deve ser estudada mediante testes especificos (ICH-Q3A(R2), 2006). A
Tabela 3.1 ilustra os limites de notificagao, identificacdo e qualificacdo de impurezas,

de acordo com as especificacdes do ICH.

Tabela 3.1 Limites de notificacio, identificagcao e qualificagdo de impurezas em
substancias ativas (ICH-Q3A(R2), 2006).

Dose maxima Limite de Limite de identificacdo® Limite de qualificagao®
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diaria’ notificagao®>

0,10% ou 1 mg da 0,15% ou 1 mg da
< 2g/dia 0,05% ingestao diaria (0 que  ingestao diaria (o que for
for menor) menor)
> 2g/dia 0,03% 0,05% 0,05%

'Quantidade maxima da substancia ativa administrada por dia;
’Limites de notificacdo maiores devem ser cientificamente justificados;

3Limites menores podem ser apropriados se a impureza for usualmente nao toxica.

Em dezembro de 2015, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
publicou a resolugao que estabelece parametros para a notificagao, identificagcao e
qualificacdo de produtos de degradagao em medicamentos (BRASIL, 2015).

Portanto, percebe-se que o Brasil esta buscando atualizar-se neste assunto de
acordo com os guias e regulamentag¢des internacionais disponiveis atualmente, no

intuito de auxiliar as pesquisas e o controle de qualidade neste campo.

3.3. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Ensaios in vitro de citotoxicidade e viabilidade celular sdo uteis para predizer a
toxicidade aguda de compostos baseado no numero de células, morfologia e atividade
metabdlica (POHJALA, et al., 2007). Estes testes podem ser utilizados para prever a
toxicidade humana dos produtos quimicos, porém, os ensaios podem gerar resultados
diferentes dependendo do teste a ser realizado (FOTAKIS e TIMBRELL, 2006).

Alguns dos ensaios utilizados para avaliar a toxicidade correspondem ao MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difenil  tetrazolio), LDH (lactato
desidrogenase), vermelho neutro, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, oxido
nitrico e potencial de membrana mitocondrial.

O ensaio de redugdo do MTT (sal de tetrazdlio soluvel em agua) avalia a
atividade da succinato desidrogenase que esta presente no interior da membrana
mitocondrial, sendo este um indicador da atividade metabdlica das mitocéndrias que
avalia a viabilidade celular (ARBO et al., 2014). Neste ensaio, mede-se a formagao do
formazan através da reducédo do anel de tetrazélio do MTT (LOBNER, 2000). Este
produto formado € impermeavel as membranas celulares, acumulando-se nas células
saudaveis (FOTAKIS e TIMBRELL, 2006).
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Um dos pardmetros que também avalia a morte celular é a avaliacdo da
integridade da membrana das células, a qual pode ser medida pela atividade da
enzima citoplasmatica que é liberada quando a célula é danificada (WEYERMANN et
al., 2005). A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima citoplasmatica expressa na
maioria das células de mamiferos. Desta forma, seu ensaio € util para avaliar a
integridade da membrana através da sua quantificagdo no meio extracelular, ja que o
extravasamento do meio intracelular € um indicador de dano celular irreversivel
(FOTAKIS e TIMBRELL, 2006; POHJALA, et al., 2007).

O ensaio do vermelho neutro avalia a capacidade das células viaveis em
incorporar o corante catibnico que penetra nas células através da difusao nao-i6nica
sendo acumulado pelos lisossomos por meio da interagdo dos sitios anidnicos na
matriz lisossomal. Desta forma, qualquer dano aos lisossomos diminui a acumulacao
celular do corante (ARBO et al., 2014). Por quantificar o numero de células viaveis nao
lesadas apds exposicdo a substancias toxicas, pesquisadores verificaram que a
quantificacdo do corante extraido mostrou-se linear em relagdo ao numero destas
quando realizaram contagem direta ou por determinar proteinas nas populagdes
celulares (WEYERMANN et al., 2005).

Os ensaios de viabilidade celular sédo realizados a partir de variadas
metodologias. Desta forma, pesquisadores compararam dois ensaios (MTT e LDH) e
encontraram resultados diferentes avaliando a toxicidade do cloreto de cadmio,
observando que o ensaio do MTT mostrou-se mais sensivel apresentando toxicidade
antes de qualquer efeito no resultado do ensaio de LDH (FOTAKIS e TIMBRELL,
2006).

Estas variagdes nos resultados podem ocorrer, ja que o0s ensaios de
citotoxicidade desenvolvidos utilizam diferentes parametros associados a morte e
proliferagao celular ( WEYERMANN et al., 2005).

Outra maneira de avaliar a toxicidade é a partir do O6xido nitrico. Este
desempenha fungbes fisiolégicas no organismo humano, mas também pode
comprometer estas acdes dependendo da quantidade presente, sendo classificado em
efeitos diretos e indiretos (GRISHAM et al., 1999).

Nos efeitos diretos, o 6xido nitrico interage diretamente com moléculas ou alvos
biologicos e os niveis desta substancia estdo em baixa concentragéo correspondendo
as acoes fisioldgicas e auxiliando em fungdes reguladoras que incluem vasodilatagao,

inibicdo da agregacao plaquetaria, neurotransmissdo, aprendizagem e formagao da
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memoria, atividades antimicrobianas, antitumorais e anti-inflamatérias (GRISHAM et
al., 1999; TATSCH et al., 2011).

Nos efeitos indiretos, os niveis do éxido nitrico estdo aumentados e este reage
com espécies de oxigénio e oxihemoglobina formando produtos como nitrito e nitrato.
Essas espécies reativas formadas podem danificar o DNA, inibir enzimas e iniciar a
peroxidacgao lipidica. O éxido nitrico também esta presente em processos inflamatérios
tais como artrite, hepatite, doenga inflamatoria intestinal, septicemia, choque
hemorragico e em doengas autoimunes. (GRISHAM et al., 1999; TATSCH et al.,
2011).

O oxido nitrico possui uma meia-vida curta, portanto, sua determinagao tem
sido realizada a partir do seu produto final que é estavel (nitrito/nitrato). Dentre os
ensaios existentes para esta quantificacido, o método de Griess é considerado rapido,
facil, de baixo custo e mais sensivel, sendo amplamente utilizado para monitorar
processo inflamatorio, estresse oxidativo e disfungc&o endotelial (TATSCH et al., 2011).

Além do 6xido nitrico, as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio influenciam
na toxicidade e podem gerar mutagées no DNA, inativacdo proteica e morte celular
(BARTOSZ, 2009). O estresse oxidativo influencia na patogénese de doengas como
aterosclerose, diabetes, hipertensdo e cancer. Em relagcado ao diabetes, a producao de
espécies reativas compromete a glicoxidagdo de agucares. Niveis elevados de glicose
estimulam a formagao dos produtos finais da glicagdo avangada que interagem com
seu receptor contribuindo para a geracao de espécies reativas (BARTOSZ, 2009).

A avaliagdo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pode ser realizada
utilizando 2-7-diacetato-dicloro-dihidro-fluoresceina (DCFH-DA), que € uma forma
reduzida da fluoresceina e nado fluorescente. Apos sofrer hidrdlise enzimatica pelas
estearases celulares em diclorodiidrofluoresceina (DCFH), este sofre oxidagcédo pelas
espécies reativas e o produto final corresponde a um composto fluorescente (DCF)
utilizado para monitorar o estresse reativo (BARBOSA et al., 2014).

Da mesma forma, a avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial contribui
na avaliagdo da toxicidade. As mitocdndrias podem sofrer apoptose através da
dissipagdo do potencial de membrana interno e este desempenha fungdes fisioldgicas
durante a cadeia respiratoria. Uma perda significativa no potencial de membrana
compromete a fosforilagdo oxidativa que restringe a energia celular com posterior

liberagao de fatores apoptéticos ocasionando a morte celular (SILVA et al., 2013).
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O ensaio com etil ester tetrametilrodamina (TMRE) é utilizado para avaliar o
potencial de membrana mitocondrial. Este composto € um corante fluorescente as
células e se acumula nas membranas viaveis (SILVA et al., 2013).

Com o objetivo de avaliar a toxicidade do mesilato de gemifloxacino, do produto
da degradacgao fotolitica e também de sua impureza de sintese, pesquisadores
realizaram ensaios in vitro do MTT, vermelho neutro e cometa utilizando células 3T3.
A impureza de sintese e o produto de degradagédo foram mais citotoxicos em relagéo
ao farmaco e no teste cometa o mesilato de gemifloxacino apresentou maior
genotoxicidade (PAIM et al., 2013).

Na avaliagdo in vitro de dois produtos majoritarios da fotodegradagcéo do
lodenafil utilizando células mononucleares, o teste de LDH mostrou que estes ndo séo
citotoxicos no ensaio realizado (CODEVILLA et al., 2013).

Pesquisadores avaliaram in vitro o cloridrato de besifloxacino e também os
produtos da fotodegradacéo, utilizando o ensaio de LDH em células mononucleares. O
teste realizado em diferentes concentragcdes nao apresentou toxicidade em nenhuma
das substancias analisadas (COSTA et al., 2014).

Da mesma forma, foi realizada a avaliagao in vitro do etexilato de dabigatrana e
também de dois produtos resultantes da degradagdo térmica, utilizando células
mononucleares e o teste de LDH. A partir dos resultados obtidos, ndo houve reducao

da viabilidade celular nos compostos analisados (BERNARDI et al., 2015).

3.3.1. Células 3T3

A avaliagdo da toxicidade aguda através de ensaios utilizando modelo animal
como ratos e camundongos € muito aplicada na pesquisa de novos medicamentos. No
entanto, o emprego de linhagens celulares como métodos alternativos esta cada vez
mais difundido no intuito de reduzir a utilizagdo de modelos animais (HUANG et al.,
2017; MANNERSTROM et al., 2017).

Esta linhagem celular tem origem de culturas de embrido inteiras sendo capaz
de dividir-se indefinidamente e € altamente sensivel a inibicdo apds a confluéncia da
divisdo celular. Estas crescem em monocamada e ndo se acumulam fazendo com que
a divisao celular ndo ocorra quando a superficie ja esta encontra coberta. Quando esta

linhagem celular é tratada com um carcinégeno, esta desenvolve uma populagéo de
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células que ndao impedem a sua proliferagcao e ocorre o crescimento destas sobre as

células normais de modo a produzir uma morfologia celular aberrante (SAKAI, 2007).

Atualmente, as diretrizes da Organization for Economic co-Operation and
Development (OECD) apresenta um modelo padronizado para avaliagdo da toxicidade
aguda in vitro utilizando células 3T3 do fibroblasto ou células NHK (queratinécitos
humanos normais) onde estas sdo mais dispendiosas e trabalhos para usar, desta
forma, as células 3T3 s&o as mais empregadas nos ensaios realizados (OECD, 2010).

No intuito de verificar se esta linhagem célular é capaz de predizer a toxicidade
em camundongos, pesquisadores investigaram 120 resultados de citotoxicidade que
empregaram celulas 3T3 e compararam com estudos de toxicidade aguda realizados
em camundongos. A analise realizada verificou que o emprego deste modelo
alternativo é capaz de prever com relativa certeza a toxicidade em camundongos
permitindo a redugao do uso de roedores para a realizagdo destes testes (HUANG et
al., 2017).

Com o objetivo de avaliar a capacidade carcinogénica utilizando células 3T3,
MASCOLO e colaboradores testaram compostos conhecidos com atividade
carcinogénica positiva. A partir dos ensaios realizados, foi possivel verificar que o
modelo utilizado é uma alternativa eficaz para predizer o risco carcinogénico em
humanos (MASCOLO et al., 2010).

3.4. ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

De acordo com o ICH S2(R1), os testes de genotoxicidade correspondem aos
testes in vitro e in vivo utilizados para avaliar compostos que induzam danos genéticos
a partir de mecanismos variados. Tais testes permitem identificar riscos em relagcao a
fixacdo e danos ao DNA, sendo que alteragbes cromossOmicas estdo associadas a
processos tumorais e também em casos de aneuploidia nas células germinativas (ICH
S2(R1), 2011).

De acordo com o ICH S2(R1), compostos que possuem resultado posivito em
testes de genotoxicidade podem ser potencialmente cancerigenos e/ou mutagénicos,
sendo a realizagdo de mais de um ensaio necessario, pois um unico teste nao permite

detectar todos os mecanismos genotoxicos (ICH S2(R1), 2011).
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Segundo este guia, sugere-se realizar um teste de mutagao reversa bacteriana
e outro teste em células de mamifero in vitro e/ou in vivo. O teste Ames € um ensaio
de mutagédo reversa bacteriana que permite detectar alteragdes genéticas relevantes e
também a maioria dos carcindégenos genotdoxicos em roedores e humanos (ICH
S2(R1), 2011).

Dentre os testes em células de mamiferos, os ensaios validados que podem ser
utilizados sdo: o ensaio de metafase in vitro de aberracdo cromossdmica, teste in vitro
do micronucleo e o teste de mutagao genética das células tk do linfoma de rato (ICH
S2(R1), 2011).

Os micronucleos s&o gerados durante a divisdo celular a partir de fragmentos
dos cromossomos ou mesmo deles inteiros durante a mitose, podendo ser detectados
como particulas extracelulares. Desta forma, o ensaio do micronucleo avalia
aberragdes cromossdémicas numeéricas e estruturais presentes em uma frequéncia de
células mononucleadas dentro de uma fracdo representativa destas células
(FRIEAUFF et al., 1998).

O ensaio cometa ou eletroforese de célula unica em gel € um dos métodos
padrdes para avaliar os danos no DNA, apresentando como vantagens a simplicidade
do método, sensibilidade, versatilidade, rapidez e economia, sendo amplamente
utilizado para avaliar a seguranca de novos medicamentos (COLLINS, 2004).

Este ensaio é aplicado na area de toxicologia genética para avaliar a
genotoxicidade de diversos produtos quimicos tanto in vitro quanto in vivo podendo-se
utilizar células humanas, de animais ou de plantas (ROJAS et al, 1999).

Conforme ROJAS e col. (1999) as vantagens da técnica compreendem os
seguintes aspectos:

e 0s dados sao recolhidos em nivel das células individuais e podem ser obtidos
dentro de algumas horas;

e € necessario somente um pequeno numero de células;

maioria da populacao de células eucaridticas pode ser utilizada;

0 ensaio é sensivel, simples e de baixo custo;
e ¢ possivel avaliar o dano no DNA em células nao proliferativas, permitindo

detectar respostas nao uniformes dentro de uma populagédo mista.
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3.4.1. Impurezas genotdxicas

O controle e a qualificagado de impurezas téxicas exigem atencgao especial, visto
que apresentam atividade biolégica indesejavel no organismo e, principalmente,
alguns mecanismos de genotoxicidade apresentam risco a saude em qualquer nivel
de exposicdo (AHUJA, 2007; BERCU et al., 2009).

As impurezas genotdxicas podem induzir mutagdes genéticas, quebras e/ou
rearranjos cromossémicos, apresentando potencial de promover alteracbes
neoplasicas (ROBINSON, 2010; RAMAN et al., 2011).

A European Medicines Agency (EMEA), em 2006, publicou um guia
recomendando que qualquer impureza deve ser identificada caso exista
genetoxicidade ou se a sua estrutura quimica seja um alerta para toxicidade. Também
foi adotado o conceito “threshold of toxiciological concern’ no qual estabelece a dose
segura para todos os potenciais carcindgenos, sendo que este limite corresponde a 15
pg/dia (ROBINSON, 2010; RAMAN et al., 2011; DOW, et al., 2013).

Caso o medicamento apresente mais de uma impureza genotoxica, o limite de
15 pg/dia é aplicado para cada impureza que nao tenha estrutura quimica semelhante.
Porém, se as impurezas encontradas apresentem estruturas semelhantes, este valor
corresponde ao limite total permitido (ROBINSON, 2010).

O guia ICH M7 determina os niveis de impurezas que nao sdo carcinogénicos e
apresenta testes que avaliam o potencial mutagénico da substancia ativa ou produto
acabado presentes na substancia ativa ou produto acabado (Tabela 3.2) com o intuito
de garantir a seguranca e qualidade para os usuarios (ICH M7, 2014).
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Tabela 3.2 Classificagdo das impurezas em relagdo ao potencial mutagénico e

carcinogénico com resultados de agdes de controle (ICH M7, 2014).

Classe Definicao

Proposta de acéo para controle

1 Carcinogenicidade e mutagénicidade
conhecida

2 Mutagénicos conhecidos com potencial
carcinogénico desconhecido
(mutagenicidade bacteriana conhecida®,
auséncia de dados de
carcinogenicidade em roedores)

3 Alerta estrutural, estrutura ndo
relacionada com a substancia
farmacolégica; auséncia de dados sobre
mutagenicidade

4 Alerta estrutural, mesmo alerta na
substéancia farmacolégica ou compostos
relacionados com o farmaco (por
exemplo, intermediarios no processo)
que foram testados e ndo sao
mutagénicos

5 Auséncia de alerta estrutural ou
estrutura de alerta com dados
suficientes que demonstram falta de
mutagenicidade ou carcinogenicidade

Controle dos niveis permitidos
ou abaixo do limite aceitavel
especifico do composto

Controle dos niveis permitidos
ou abaixo dos limites
aceitaveis (TTC** apropriado)

Controle dos niveis permitidos
ou abaixo dos limites
aceitaveis (TTC** apropriado)
ou conduzir ensaio de
mutagenicidade bacteriana
Se ndo mutagénico = classe 5
Se mutagénico = classe 2

Tratar como impureza nao
mutagénica

Tratar como impureza nao
mutagénica

* Ou outros dados relevantes de mutagenicidade positiva indicativos de reatividade
no DNA relacionados com a indugdo de mutagcdes genéticas (por exemplo,
resultados positivos em estudos in vivo de mutagdes genéticas).

** TTC “threshold of toxiciological concern”.

40



De acordo com a Tabela do ICH, impurezas encontradas com valores abaixo do
limite de identificacdo também devem ter sua estrutura quimica conhecida para
avaliacdo de um possivel alerta estrutural (ROBINSON, 2010).

O ICH S2(R1) fornece informagdes referentes aos testes validados que podem
ser utilizados para a avaliagdo da genotoxicidade e orienta com relagdo a
interpretacéo dos resultados positivos encontrados tanto in vivo quanto in vitro (ICH
S2(R1), 2011).

De acordo com Pharmaceutical Research and Manufacturing Association
(PhRMA), documentos com propostas relacionadas ao tema foram debatidas em
reunides publicas e abordam procedimentos para teste, classificagao, qualificacdo e
risco toxicoldgico de potenciais impurezas genotoxicas em produtos farmacéuticos.
Nessa proposta, todas as impurezas identificadas ou preditas devem ser classificadas
entre cinco categorias (MC-GOVERN e JACOBSON-KRAM, 2006):

— Impureza genotodxica e carcinogénica;

— Impureza genotoxica, mas com potencial carcinogénico desconhecido;

— Impureza com uma unica estrutura quimica alerta e potencial genotoxico
desconhecido;

— Impureza com estrutura relacionada alerta para ingrediente farmacéutico
ativo;

— Impureza sem alerta estrutural.

A United State Environmental Agency (US EPA) publicou um guia relacionado a
suceptibilidade de cancer na populacao pediatrica, indicando que criangas expostas a
agentes cancerigenos entre as idades de zero a dezesseis anos tém risco aumentado
ao longo da vida de 70 anos, em comparagao com adultos. O risco aumenta 10 vezes
em exposigao antes dos dois anos e trés vezes entre 2 a 16 anos (MC-GOVERN e
JACOBSON-KRAM, 2006).

Softwares computacionais sao utilizados como ferramentas para determinacao
preliminar de impurezas com potencial genotoxico ou citotoxico a partir de informacoes
relacionadas as caracteristicas estruturais da molécula, sendo que o sistema de
modelagem identifica os grupamentos quimicos que sao potencialmente téxicos. Estas
ferramentas sao uteis em conjunto com equipamentos analiticos para
desenvolvimento de metodologia adequada para identificagdo e caracterizagdo das
impurezas (MC-GOVERN e JACOBSON-KRAM, 2006).
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As pesquisas relacionadas as impurezas genotoxicas de farmacos tém recebido
maior atengdo nos ultimos anos. REDDY e col. (2013) desenvolveram metodologia
analitica para quantificar potenciais impurezas genotoxicas no farmaco zolmitriptano
utilizando CLUE-MS/MS, sendo que o método mostrou ser linear, especifico, exato e
preciso.

LIU e col. (2009) desenvolveram e validaram metodologia por CLAE com
deteccdo DAD para analise de cinco impurezas genotdxicas do cloridrato de
pazopanib. Além da metodologia analitica, os autores sugerem estratégias para o
controle destas impurezas durante o processo de desenvolvimento do farmaco.

Foi desenvolvida e validada metodologia analitica por CLAE para determinagéo
do montelucaste e seis impurezas. Na analise dos medicamentos comercializados,
uma das impurezas estava presente em concentracbes acima do permitido, desta
forma, foi realizado o teste Ames e a partir dos resultados obtidos verificou-se que
esta ndo era genotoxica (EMERCE et al., 2015).

Pesquisadores desenvolveram e validaram metodologia para determinacao de
trés impurezas genotoxicas do fendizoato de cloperastina. Uma das impurezas foi
analisada por GC-MS e outras duas por CLAE com deteccdo DAD (GARCIA et al.,
2012).

3.5DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus tipo 2 € uma doenca que se caracteriza por altos niveis de
glicose como resultado da resisténcia a insulina ou mesmo da diminui¢do da secrec¢ao
de insulina (HENNESS e KEAM, 2006; BLAIR, 2016).

A captacao de glicose pelas células é regulada pelo horménio insulina, sendo
que este € produzido pelas células beta nas ilhotas de Langerhans localizadas no
pancreas. A secregao de insulina ocorre em fungdo do aumento nos niveis de glicose
no sistema sanguineo e a diminuicdo nos niveis de glicose inibem a liberagdo da
insulina (NAIR, 2007).

Esta patologia, na maioria das vezes, desenvolve-se em individuos com fatores
de risco e predisposicdo genética, sendo que a obesidade e, principalmente, a
obesidade abdominal representam importantes fatores de risco. Outros
predisponentes consistem em baixos niveis de colesterol HDL e estilo de vida
sedentario (BLAIR, 2016).
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Esta € uma das doengas metabdlicas mais comuns no mundo, sendo que a
prevaléncia em adultos tem aumentado substancialmente nas ultimas décadas.
Fatores como urbanizagdo e mudancgas no estilo de vida, aliados aos fatores de risco,
vem aumentando o numero de casos de doengas crénico degenerativas, como o
diabetes tipo 2 (GUARIGUATA et al., 2014), sendo que no Brasil, 72,4% das causas
de morte pertencem a este grupo de doengas (BRASIL, 2014).

Dados mostram que, em 2013, aproximadamente 382 milhdes de pessoas
tinham diabetes, e estimativas mostram que até 2035 este numero ira aumentar para
592 milhdes (GUARIGUATA et al., 2014). No Brasil, dados do Ministério da Saude
mostram que houve um aumento significativo na prevaléncia de diabetes na
populacdo de 2006 a 2013, sendo a populacéo feminina mais afetada (BRASIL, 2014).

O diagndstico inclui a medi¢ao da glicemia em jejum, teste oral de tolerancia a
glicose com medi¢cao apds duas horas combinado com hemoglobina glicosilada (A1C),
que mede a quantidade de hemoglobina glicosilada em relagdo a hemoglobina total,
durante um periodo de dois a trés meses (BLAIR, 2016).

Um controle rigoroso da glicemia permite reduzir a morbidade e mortalidade
relacionadas a essa patologia, porém a perda da eficacia de alguns medicamentos
associada a baixa tolerabilidade e falta de adesdo em fung¢do dos efeitos adversos
desafiam as pesquisas em busca de tratamentos com melhores resultados (DUEZ et
al., 2012).

Em longo prazo, esta patologia pode gerar complicagbes, como retinopatia,
nefropatia, neuropatia e doencas relacionadas ao sistema cardiovascular. Desta
forma, estudos demontram que a redugéo da glicemia nesses pacientes, em resposta
ao tratamento adequado, diminui o risco de complica¢des (DHILLON, 2010).

Complicagdes microvasculares comprometem pequenos vasos sanguineos
levando a insuficiéncia renal, cegueira, disturbios do pé diabético e infecgdes. As
complicagdes macrovasculares geram danos em vasos sanguineos maiores causando
doencas cardiovasculares, como acidente vascular cerebral, ataque cardiaco e
insuficiéncia do fluxo sanguineo nos membros inferiores. Observa-se que o adequado
controle da presséao arterial e dos niveis de lipidios contribui na prevencgao ou retardam
estas condigdes (BLAIR, 2016).
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3.6. FARMACOS HIPOGLICEMIANTES

Diversas sao as opcbes de tratamento do diabetes, podendo-se administrar
mais de um medicamento simultaneamente. Caso a terapia ndo seja efetiva com
apenas um farmaco, é aconselhavel adicionar outro ativo de diferente classe, ao invés
de realizar uma mudanga imediatamente (BLAIR, 2016).

Para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2, a metformina € o medicamento de
primeira escolha, porém nem todos pacientes tratados alcangcam o resultado esperado
ou aderem a terapia em razao dos efeitos adversos, necessitando de outras opgdes
para tratamento. As sulfonilureias, meglitinidas, pioglitazona ou inibidores da DPP-4
sdo medicamentos alternativos nesses casos (IRONS e MINZE, 2014).

Pertencendo a classe das biguanidas, estdo a metformina e a fenformina,
sendo que a metformina é a mais utilizada. Este farmaco, melhora a agéo da insulina,
aumenta a captagcdo de glicose e estimula a gliconeogénese. Também aumenta o
numero e melhora a afinidade dos receptores de insulina no adipdcito e no musculo.
Os medicamentos pertencentes a esta classe melhoram o perfil lipidico diminuindo os
niveis de triglicerideos e coleterol LDL e aumentando os niveis de colesterol HDL.
Adicionalmente, n&o provocam hipoglicemia, pois ndo estimulam a secrecdo de
insulina (ARAUJO et al., 2000).

Os medicamentos secretagogos de insulina compreendem as sulfonilureias
(gliburida, gliclazida, glipizida e glimepirida) e meglitinidas (nateglinida e repaglinida) e
atuam estimulando a liberacao de insulina a partir das células 3 do pancreas. Todavia,
a hipoglicemia e o ganho de peso sao alguns dos efeitos adversos (IRONS e MINZE,
2014).

A clorpropamida € um exemplo das sulfoniulréias de primeira geragdao. A
glibenclamida, gliclazida e glipizida s&o as de segunda geracdo, ja a glimepirida
corresponde a de terceira geragado. Sdo medicamentos indicados principalmente para
pacientes com IMC dentro da normalidade, onde os niveis de insulina estejam
diminuidos ou normais e o controle n3o esteja eficaz com dieta e exercicios (ARAUJO
et al., 2000).

Nos individuos com diabetes melittus tipo 2, a rapida ou precoce secregcao de
insulina, que é responsavel pela supressdo da produgdo hepatica de glicose
restringindo o hiperinsulinismo tardio e a hiperglicemia pés-prandial, promovem

melhora na tolerdncia a glicose. Os pacientes que realizam tratamento com os
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medicamentos da classe das meglitinidas tém o restauro desta secregdo com
diminui¢do da hiperglicemia pés-prandial (ARAUJO et al., 2000).

A acarbose, o miglitol e a voglibose correspondem aos medicamentos inibidores
da a-glicosidade e atuam como antagonistas enzimaticos da sucrase e amilase
diminuindo a glicemia de jejum e a hiperglicemia pds-prandial (ARAUJO et al., 2000).

Pertencentes ao grupo das tiazolidinedionas estéo a rosiglitazona e pioglitazona
que aumentam e sensibilizam a agdo da insulina no figado, musculos e adipécitos,
aumentando também a expressdo dos transportadores de glicose. Estes
medicamentos diminuem os niveis glicémicos, porém ndo aumentam a secregao de
insulina (ARAUJO et al., 2000).

Os medicamentos agonistas da GLP-1 aumentam o efeito das incretinas,
estimulam a secregao de insulina dependente de glicose, retardam o esvaziamento
gastrico e aumentam a saciedade. Adicionalmente, contribuem para a perda de peso,
promovem preservagao das ceélulas 3 exercendo fungédo na regeneragcdo das mesmas.
A exenatida, liraglutida e lixisenatida sdo exemplos desta classe (IRONS e MINZE,
2014).

Os inibidores do co-transportador sédio glicose 2 aumentam a eliminagdo de
glicose através da urina reduzindo sua reabsor¢do, sendo que a canagliflozina e
dapagliflozina pertencem a esta classe (IRONS e MINZE, 2014).

O trato gastrintestinal possui células neuroenddécrinas que liberam peptideos
apos as refeicdes. O peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e o horménio
insulinotrépico dependente de glicose (GIP) sao exemplos destes peptideos. Estes
aumentam a liberagao de insulina em resposta as refeicdes, suprimem a secrecao do
glucagon e melhoram a captagéo de glicose (DUEZ et al., 2012).

A partir disso, pequisadores desenvolveram uma nova classe de medicamentos
que agem através da inibicdo da enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4) pois,
fisiologicamente, esta inibe o GLP-1 e o GIP. Os medicamentos inibidores da DPP-4
aumentam as concentragdes do GLP-1 e GIP, melhoram o jejum e a hiperglicemia

apos as refeigdes. A Figura 3.1 exemplifica as a¢des do GLP-1 (DUEZ et al., 2012).
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Figura 3.1 Ac¢des fisiologicas do GLP-1 em diferentes tecidos/érgaos. Apds a
ingestao de uma refeigcdo, o GLP-1 secretado pelo intestino, aumenta a secregéo de
insulina estimulada pela glicose (efeito incretina), diminui a produgdo do glucagon,
glicose hepatica e aumenta a proliferagdo e sobrevivéncia das células  pancreaticas.
Foram descritas a¢des adicionais, como: esvaziamento gastrico, redugao do apetite e

acdes cardioprotetoras. Fonte: DUEZ et al., 2012.

Os medicamentos inibidores da DPP-4 compreendem a sitagliptina,
vildagliptina, saxagliptina, alogliptina e linagliptina (IRONS & MINZE, 2014). A Figura
3.2 ilustra a degradacao do GLP-1 pela DPP-4 (DUEZ et al., 2012).
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Figura 3.2 O GLP-1 tem uma meia-vida curta (1-2 minutos) devido a rapida
degradagao proteolitica pela DPP-4 (e eliminacdo renal). Os inibidores da DPP-4
aumentam a sua meia-vida resultando no prolongamento de suas agdes bioldgicas.
Fonte: DUEZ et al., 2012.
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As células K enteroendécrinas presentes no duodeno sintetizam a GIP em
resposta a ingesta alimentar e aumenta a secrecdo em insulina estimulada pela
glicose. Ja o horménio GLP-1 deriva do precursor pro-glucagon e é secretado pelas
células L. Ambos hormdnios estimulam a secrecdo de insulina pelas células B e

regulam a neogénese das ilhotas pancreatica (DUEZ et al., 2012).

3.6.1. Sitagliptina

A nomenclatura quimica para a sitagliptina é 7 — [(3R)-3-amino-1-oxo0-4- (2,4,5
trifluorofenil) butil] 5,6,7,8 tetraidro - 3 — (trifluorometil) — 1,2,4 — triazol [4,3a] pirazina
fosfato (1:1). Sua férmula molecular & C1gH15FsN5O*H2,0*H3PO4 e possui massa molar

de 532,32 g/mol. Sua estrutura quimica esta representada na Figura 3.3 (FDA, 2014).

Figura 3.3. Estrutura quimica do fosfato de sitagliptina.

Este farmaco possui grupamentos amino e triazol, que sdo responsaveis pelo
seu carater basico. Adicionalmente, possui um centro quiral, porém este é
comercializado na sua forma enantiomericamente pura (SURESH et al., 2016).

A sitagliptina encontra-se na forma de um pé cristalino e ndo € higroscopico.
Possui solubilidade em agua e N,N-dimetilformamida, sendo ligeiramente soluvel em
metanol, etanol, acetona e acetonitrila. E insolivel em isopropanol e acetato de
isopropila (SHANTIKUMAR et al., 2014).

Através da analise térmica por DSC da sitagliptina, pesquisadores observaram
que a decomposi¢ao térmica inicia em 217°C e em 212,1°C ocorre a fusao deste
composto. Porém, a ocorréncia deste fato deve-se também a uma possivel
decomposicdo, pois ndo € verificado o retorno para a linha base normal
(SHANTIKUMAR et al., 2014).
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Nesta mesma pesquisa, foram realizados testes por DSC no intuito de avaliar a
interagdo de cada um dos excipientes com o farmaco, realizando trés técnicas
distintas para a preparacdo da amostra e observando o efeito da manipulagio
mecanica frente a estabilidade fisico-quimica do farmaco (SHANTIKUMAR et al.,
2014).

A partir dos resultados obtidos, a compatibilidade da sitagliptina com seus
excipientes indicou que os acidos citrico e ascoérbico influenciam gerando
modificagdes nos perfis térmicos. A técnica por Difragdo em Raios X auxiliou nos
estudos corroborando com os resultados obtidos nesta pesquisa (SHANTIKUMAR et
al., 2014).

A sitagliptina apdés a administragdo oral de 100 mg é rapidamente absorvida
com uma biodisponibilidade oral absoluta de 87%. Atinge concentragdo plasmatica
maxima entre 1 e 4 horas apds a administragéo, sendo eliminada na urina (87%) e nas
fezes (13%). Idade, género, indice de massa corporal ou raga nao alteram
significativamente a farmacocinética deste medicamento (DHILLON, 2010; SCHEEN,
2010).

Este farmaco aumenta os niveis dos horménios incretinas por inibir a
degradagao das formas ativas do GLP-1 e GIP. O tratamento aumenta a insulina pos-
prandial, os niveis do peptideo C com redugé&o nos niveis de glucagon e redugéo da
glicose. A administracao da sitagliptina e metformina apresentam efeitos aditivos sobre
GLP-1 sugerindo que a metformina aumenta a atividade e os niveis do GLP-1
(DHILLON, 2010).

A terapia combinada com metformina ou pioglitazona melhora os niveis
glicémicos em pacientes com controle inadequado desta patologia. Ja nos tratamentos
com adigdo da sitagliptina ao tratamento prévio com metformina, pioglitazona,
glimepirida, rosiglitasona com metformina, glimepirida com metformina ou insulina com
ou sem metformina melhoraram o controle glicémico nos pacientes com a terapia
utilizada (DHILLON, 2010; DUEZ et al., 2012).

Em relagao aos efeitos adversos, dores de cabeca e aumento das infecgdes no
trato respiratério estdo entre os mais frequentes (DHILLON, 2010).

Para este farmaco, foi descrita uma molécula como produto da degradagéo
alcalina que também faz parte da sua rota sintética: 3 — (trifluorometil) — 5,6,7,8 —
tetraidro [1,2,4] triazol [4,3a] pirazina (EL-BAGARY et al.,, 2011b). Sua estrutura
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quimica esta representada na Figura 3.4 sendo que corresponde a impureza 1, alvo

de estudo nesta pesquisa.

Figura 3.4. Estrutura quimica do produto de degradacgao da sitagliptina.

Com o objetivo de compreender a estabilidade do farmaco, pesquisadores
avaliaram condi¢cbes de degradagao forgcada monitoradas por CLAE. De acordo com
os testes realizados, tanto nas condi¢gbes basicas como oxidativas, foi observada a
formacdo de um produto de degradacdo. Através da hidrolise acida durante um
periodo de 4 horas nao se observou a formagao de produtos de degradagao (LANGE
et al., 2012a).

Amostras submetidas a luz UV-C, tiveram formacao mais intensa do produto de
degradagdo. A partir da analise por espectrometria de massas, constatou-se que os
provaveis produtos formados correspondem a mesma degradacdo molecular
resultante de diferentes condigbes de estresse (LANGE et al., 2012a).

Testes realizados com o farmaco utilizando concentracbes maiores de acido e
expondo a amostra ao calor obtiveram dois produtos de degradagdo majoritarios. No
intuito de separar e coletar os compostos formados utilizou-se equipamento CLUE-
UV/MS onde um dos produtos corresponde ao mesmo composto obtido em meio
basico previamente descrito por El-Bagary e col. (2011). O outro produto foi isolado e
identificado como ((3R)-3-amino-4-acido (2,4,5-trifluorofenil) butanoico) (LANGE et al.,
2013).

O produto de degradagdo formado pela exposi¢cdo a luz UV-C foi também
avaliado mediante o estudo de citotoxicidade utilizando células mononucleares através
do ensaio de LDH. O teste mostrou que as amostras apresentaram citotoxicidade
aumentada com redugdo da viabilidade celular na concentragao inicial do farmaco de
50 pg.mL" (LANGE et al., 2012a).

PERAMAN e col. (2013) avaliaram simultaneamente a estabilidade da
metformina e sitagliptina em formas farmacéuticas através da técnica por CLAE
utilizando a coluna C8 com analise em 267nm. Este método resultou na deteccao de
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quinze produtos de degradacdo sendo que quatro destas estruturas foram
identificadas.

Adicionalmente, outro grupo de pesquisa desenvolveu uma metodologia rapida e
simples para determinagcdo simultdnea de sitagliptina e metformina em preparagdes
farmacéuticas por eletroforese capilar de zona com deteccdo UV em 203 nm. Este
meétodo também determinou a presencga destes farmacos em plasma humano (SALIM,
et al., 2012).

Comprimidos de sitagliptina também foram analisados através da técnica de
cromatografia eletrocinética micelar, sendo que o desenvolvimento e a validacdo do
meétodo apresentaram alta eficiéncia e resolugdo com as vantagens do rapido tempo
de analise aliado ao baixo consumo de amostra e reagentes (LANGE et al., 2012b).

Por apresentar um centro quiral, pesquisadores desenvolveram e validaram uma
metodologia reprodutivel e robusta para separagdao enantiosseletiva da sitagliptina e
do seu enantidmero (S) utilizando CLAE (RAMESH et al., 2014).

Da mesma forma, para a avaliagdo da impureza enantiomérica (S) da sitagliptina
MONE e col. (2014) desenvolveram e validaram uma metodologia capaz de separar e
quantificar por CLAE utilizando fase estacionaria quiral.

Com o objetivo de desenvolver um método indicativo de estabilidade para analise
simultanea da sitagliptina e sinvastatina em comprimidos, foi utilizada a técnica por
CLAE com deteccdo em 253 nm e coluna C8 sendo que este se mostrou sensivel,
reprodutivel e especifico para o objetivo proposto (RAMALINGAM et al., 2014).

Outro estudo também desenvolveu um método indicativo de estabilidade
utilizando cromatografia liquida de fase reversa para determinagdo simultdnea da
sitagliptina em presencga dos produtos de degradacao acida e alcalina juntamente com
a sinvastativa e o correspondente produto de degradagao hidrolitica. O método
desenvolvido permitiu a avaliacdo das respectivas substancias tanto no farmaco
quanto no produto acabado (EL-BAGARY et al., 2014).

Uma metodologia analitica foi desenvolvida e validada para quantificar sitagliptina
e sinvastatina em plasma humano utilizando a técnica de LC-MS/MS e carbamazepina
como padrao interno. O tempo de analise foi de 3 minutos permitindo analizar mais de
300 amostras por dia e também foi realizado estudo farmacocinético em voluntarios
(BURUGULA et al., 2013).

Pesquisadores desenvolveram e validaram metodologia para quantificacao

simultanea da metformina e sitagliptina em plasma humano por LC-MS/MS em tandem
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utilizando coluna C18 com tempo de analise de dois minutos (BONDE et al., 2013). Da
mesma forma, outro grupo de pesquisa estudou os mesmos farmacos para aplicar em
estudos de bioequivaléncia através da técnica por LC-MS/MS (REDDY et al., 2015).

Com o mesmo objetivo, utilizando cromatografia liquida de fase reversa acoplada
a espectrometria de massas determinou-se simultaneamente metformina e sitagliptina
em plasma humano onde os analitos foram obtidos por extragdo em fase sdlida por
pareamento i6nico. De maneira complementar, realizou-se estudo farmacocinético
com 16 voluntarios saudaveis (SHAH et al., 2016).

Utilizando extracdo em fase solida e posterior analise por LC-MS/MS,
pesquisadores desenvolveram metodologia analitica para quantificagdo da sitagliptina
em plasma humano permitindo avaliagdo farmacocinética do medicamento (NIROGI et
al., 2008).

SCHERF-CLAVEL e HOGGER, 2015 desenvolveram e validaram metodologia
para determinagdo de metformina, sitagliptina e creatinina em mancha de sangue seco
em papel (dried blood spots - DBS) com posterior aplicagdo da técnica em amostras
de sangue capilar dos pacientes diabéticos. Adicionalmente, foi possivel avaliar a
distribuicdo in vitro da sitagliptina e metformina entre o plasma e as células

sanguineas colaborando para avaliagbes farmacocinéticas.

3.6.2. Vildagliptina
A nomenclatura quimica para a vildagliptina & (2S) -1- [N- (3-hidroxi-1-

adamantil) glicil] pirrolidina -2- carbonitrila. Sua formula molecular € C47H25N302 e

possui massa molar de 303,40 g/mol. Sua estrutura quimica esta representada na

HO
NH O
g
N=CT ¢
A

Figura 3.5. Estrutura quimica da vildagliptina.

Figura 3.5.

51



A vildagliptina apresenta uma biodisponibilidade oral absoluta de 85%, atinge
concentragdo plasmatica maxima de 1 a 2 horas apos a administracdo sendo
eliminada nas fezes (15%) e na urina (85%) (HENNESS e KEAM, 2006; SCHEEN,
2010). Apresenta baixa ligagdo as proteinas plasmaticas (9,3%) e é igualmente
distribuida tanto no plasma quanto nos eritrocitos (KEATING, 2010).

A excregao urinaria € a principal forma de eliminagao, sendo que 23% da dose
oral ingerida é eliminada de maneira inalterada e a meia vida de eliminagdo ocorre de
2 a 3 horas ap6s a administracédo oral. O principal metabdlito resulta da hidrélise do
grupo ciano e este é farmacologicamente inativo. A hidrdlise da ligagdo amida,
glicuronidagéo e oxidagcado formam os metabdlitos adicionais (LAUSTER, et al., 2007;
KEATING, 2010).

A vildagliptina ndo € nem metabolizada e nem inibida pelo citocromo P450,
sendo assim, indutores ou inibidores nido sofrem alteracdo se administrados em
combinagao (LAUSTER, et al., 2007; KEATING, 2010; SCHEEN, 2010).

A incidéncia de efeitos adversos no trato gastrintestinal € baixa, ndo existindo
evidéncias sobre aumento de nauseas ou diarréia em comparacao com o placebo. Da
mesma forma ndo sao relatados episddios de hipoglicemia e ganho de peso. A
tolerancia deste medicamento em pacientes com insuficiéncia renal leve € semelhante
aos pacientes que apresentam fungao renal normal (KEATING, 2010).

Este farmaco pode ser administrado em combinagdo com a metformina,
sulfonilureias ou tiazolidinedionas (KEATING, 2010).

Testes de degradagao forgada por CLAE apresentaram para condigéo basica a
formacdo de um produto de degradacdo. Nas condigbes oxidativa e térmica foram
detectados dois picos adicionais relacionados aos produtos de degradagdo (BARDEN
et al., 2012).

O principal produto de degradacgado (Figura 3.6) presente nas trés condicoes
testadas teve sua estrutura identificada e elucidada utilizando as técnicas por LC-
MS/MS e ressonancia magneética nuclear (BARDEN et al., 2012).

H-NH O

L/{N__\
NEC"EK/

Figura 3.6. Estrutura quimica do produto de degradagao majoritario.
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Estudos complementares avaliando a citotoxidade deste mesmo produto de
degradacgao, utilizando células mononucleares pelo ensaio de LDH, revelaram que o
composto estudado n&o apresentou danos a membrana celular, demonstrando nao
haver toxicidade nas condigdes testadas (BARDEN, 2014).

A literatura descreve a determinagao de estudos de estabilidade da vildagliptina
através do método por eletroforese capilar de zona utilizando cloridrato de ranitidina
como padréo interno e com detecgdo UV em 207 nm. Esta metodologia desenvolvida
foi comparada com a técnica por CLUE, onde a analise estatistica ndo mostrou
diferenca significativa entre os métodos (BARDEN et al., 2014). Outro estudo
desenvolveu uma metodologia rapida e confiavel por eletroforese capilar de zona para
a determinacdo simultanea de vildagliptina e metformina em comprimidos (BARDEN et
al., 2013).

O desenvolvimento de uma metodologia simples e precisa utilizando
cromatografia liquida de fase reversa para determinagdo de vildagliptina em
comprimidos analisou e também determinou a estrutura molecular do principal produto
de degradacdo obtido, mostrando que esta metodologia validada ndo sofre
interferéncia dos excipientes ou do produto de degradacdo (BARDEN et al., 2012).

Pesquisadores desenvolveram e validaram metodologia analitica por
cromatografia liquida em fase reversa para avaliagdo simultanea da vildagliptina e seu
intermediario de sintese, 3-amino-1-adamantanol. Foi utilizada coluna C18 e deteccao
UV em 220 nm (EL-BAGARY et al., 2011a).

A partir da sintese da vildagliptina, seguindo metodologia previamente descrita e
realizando pequenas alteragdes, um grupo de pesquisadores identificaram uma
impureza de sintese e seu respectivo produto de degradagéo. Este trabalho abordou
seus mecanismos de fragmentacao e também a elucidacéo destas estruturas (KUMAR
et al., 2016).

Pesquisadores desenvolveram e validaram metodologia por eletroforese capilar
de separagao quiral da impureza enantiomérica da vildagliptina. Neste estudo, foi
utilizado ciclodextrina como seletor quiral (KAZSOKI et al., 2016).

Foi desenvolvida e validada metodologia por CLUE-MS/MS para determinagao
simultdnea da sitagliptina, vildagliptina e metformina na presenca dos respectivos
produtos de degradagédo e de duas impurezas da sitagliptina. Os farmacos foram
submetidos a degradacéao forgada e se mostraram suscetiveis em condigdes alcalinas
(MOWAKA & MOHAMED, 2015).
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PHARNE e col., 2012 desenvolveram uma metodologia simples, rapida, seletiva
e precisa por CLAE de fase reversa para determinagcdo em plasma com detecgdo em
210 nm, sendo aplicavel para estudos farmacocinéticos da vildagliptina.

Em outro estudo, pesquisadores desenvolveram e validaram metodologia
analitica por CLAE-MS/MS para determinacdo simultdnea da metformina e
vildagliptina em plasma humano utilizando voluntarios saudaveis (PONTAROLO et al.,
2014).

Com o intuito de determinar simultaneamente metformina, vildagliptina e 3-
amino-1-adamantanol (material de partida na sintese da vildagliptina) em plasma,
utilizando UPLC-MS/MS, uma metodologia analitica empregando coluna C-18 e 0,5%
de acido acético em metanol e 0,02M de acetato de amonia em solugdo aquosa
(10:90v/v) como fase mobvel mostrou-se rapida e simples para estudos de
farmacocinética (EL BAGARY et. al., 2016).

3.6.2.1 3-amino-1-adamantanol

O 3-amino-1-adamantanol é um dos materiais de partida utilizados na sintese
da vildagliptina e corresponde a impureza 4 do presente trabalho.

Com o objetivo de conseguir maior pureza na recristalizagdo deste material de
partida, LI e col. (2016) avaliaram a estabilidade em diferentes solventes.

A partir dos resultados obtidos, os autores verificaram que sua solubilidade em
metanol, n-propanol, n-butanol e tetraidrofurano é relativamente pequena. Ja em
etanol e na mistura binaria de etanol e agua, a solubilidade € maior, aumentando com
a elevagao da temperatura e tornando possivel a cristalizacdo desta substancia.
Porém, com o aumento da propor¢do de agua, em temperatura constante, a
solubilidade diminui. A partir dos resultados obtidos, foi sugerido o uso da agua como
anti solvente no processo de cristalizacdo para colaborar na purificagdo durante a
sintese da vildagliptina (LI et al., 2016).

O 3-amino-1-adamantanol pertence a classe dos adamantanos, que sao
compostos rigidos e simétricos, sendo que seus derivados podem ser utilizados como
intermediarios quimicos em produtos naturais e farmacéuticos (LI et al., 2016). A
estrutura quimica do adamantano € composta por trés ciclohexanos fundidos uns aos

outros na conformacao cadeira. Apresenta como caracteristicas fisico-quimicas
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estabilidade térmica e oxidativa, alta lipofilicidade e baixa energia relacionada a sua
estabilidade estrutural (SPILOVSKA et al., 2016).

Diversos derivados do adamantano foram sintetizados e apresentaram
resultados positivos em testes biolégicos sendo utilizados na pratica farmacéutica,
atuando como antivirais, antimicrobianos, antidiabéticos, anti-inflamatérios e

compostos com acgéo no sistema nervoso central (SPILOVSKA et al., 2016).

3.7 METODOS ANALITICOS

A analise dos medicamentos contribui para a eficacia e seguranga maxima da
terapia medicamentosa, bem como na economia da produg¢ao destes produtos. Na
investigacdo analitica é avaliada a matéria-prima, os intermediarios de sintese,
produtos de degradacao e também as amostras biolégicas contendo os medicamentos
e seus metabolitos (GOROG, 2007).

Desta forma, sdo necessarias ferramentas analiticas capazes de detectar,
identificar e quantificar amostras nas mais variadas condicbes, onde o
aperfeicoamento de novas tecnologias possui um importante papel no intuito de
garantir o maior sucesso na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos na
analise farmacéutica (LEE e KERNS, 1999; HOLM e ELDER, 2016).

Métodos rapidos, sensiveis e seletivos mostram-se cada vez mais necessarios
para suprir a demanda nas analises farmacéuticas. Aliado a isso, procuram-se
metodologias que possibilitem avaliar misturas complexas utilizando instrumentagao
compativel com a necessidade requerida (LEE e KERNS, 1999; HOLM e ELDER,
2016).

3.7.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) corresponde a uma técnica de
separagao de compostos, permitindo separar e distinguir misturas complexas em
componentes separados. A partir do cromatograma obtido, observa-se que cada pico
obtido corresponde a um componente, sendo caracteristico de cada formulagao (LEE
e KERNS, 1999).

Esta técnica é amplamente utilizada durante o desenvolvimento de farmacos e

aceita universalmente pela industria farmacéutica visto que permite analisar diversos
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compostos e possibilita a utilizagdo de varias opgdes de metodologias. (LEE e
KERNS, 1999).

A CLAE é uma ferramenta analitica de separagao que apresenta alta resolugao,
resposta reprodutivel, facil automacao de operagao do instrumento e analise de dados
com capacidade de adaptacdo em procedimentos de grande porte. A utilizagdo do
equipamento suporta tamanhos de particulas muito pequenas (3-5um) e grandes
areas de superficie, permitindo a aplicagcao de pressdes elevadas para o escoamento
do solvente (GUMUSTAS et al., 2013).

O mecanismo de separacao desta técnica depende da interagcdo entre a fase
estacionaria, o analito e a fase movel (ZOTOU, 2012). Nesta técnica, o solvente que
compreende a fase movel é impulsionado por uma bomba de alta pressdo em direcéo
a coluna, onde a amostra ¢é introduzida na fase mével no qual ambos passam para a
coluna e ocorre a separacao. Apos isso, sao direcionados para o detector, onde um
software capta o sinal gerado em fungéo do tempo de analise (LANCAS, 2009).

Por utilizar tamanho de particula pequeno na fase estacionaria, a resolugcdo e
velocidade de separacdo tornam-se mais eficientes, sendo que é uma técnica
bastante utilizada para determinacao de farmacos na matéria-prima e no produto
acabado (OLSEN et al., 20006).

Pesquisadores desenvolveram metodologia analitica utilizando a técnica por
CLAE para analisar atorvastativa e suas correspondentes impurezas, apresentando
resolucdo adequada de acordo com os parametros de validacdo (ERTURK et al.,
2003).

Com o objetivo de avaliar alogliptina e suas impurezas, um grupo de pesquisa
utilizou a técnica por CLAE para determinagao e quantificagdo destes compostos apos
a sintese e identificacao de sete compostos relacionados ao farmaco (ZHANG et al.,
2015).

O farmaco ticagrelor e duas impurezas de sintese foram avaliados por CLAE. A
metodologia desenvolvida foi validada, sendo que dois produtos majoritarios de
degradacao por radiacédo UVC foram elucidados (BUENO et al., 2017).

Um grupo de pesquisa desenvolveu e validou metodologia analitica por CLAE
para determinacédo das impurezas timina e timidina no farmaco estavudina. A timina é
o principal produto de degradacgao hidrolitica, oxidativa e térmica, ja a timidina

corresponde a impureza de sintese do farmaco estudado (SILVA et al., 2008).
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Sabe-se que a CLAE é uma técnica amplamente utilizada nas analises rotineiras
em laboratérios, mas, com o tempo, tornou-se necessario a busca por analises mais
rapidas que continuem garantindo o bom desempenho cromatografico (MALDANER e
JARDIM, 2009).

Para tanto, uma das alternativas foi a utilizagdo de colunas menores juntamente
com aumento da vazdo na fase modvel, porem observou-se menor desempenho
cromatografico e perda na resolugdo (MALDANER e JARDIM, 2009).

A utilizacdo de colunas monoliticas, que sado caracterizadas por um meio
continuo de separacdo, altamente poroso e preparadas de material polimérico ou
silica. Essas colunas apresentam eficiéncias similares as que possuem particulas de
3- 3,5 um, mas com maior permeabilidade em comparacdo com os materiais
particulados, onde o uso de vazdes maiores ndo aumenta a pressao no sistema e nem
perde a eficiéncia. Porém, sdo pouco utilizadas com o espectrdbmetro de massas,
consomem grandes quantidades de solventes e apresentam estabilidade limitada a
uma pequena faixa de pH (2,0 — 8,0) (MALDANER e JARDIM, 2009).

A utilizacdo de particulas menores que 2 um diminui o tempo de analise,
entretanto, a presséo tem sido limitante no desempenho cromatografico. Dessa forma,
foram desenvolvidos sistemas capazes de suportar altas pressodes utilizando particulas
com tamanhos menores, sendo denominado de cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (MALDANER e JARDIM, 2009).

3.7.2. Cromatografia liquida de ultraeficiéncia (CLUE)

Na CLUE, o mecanismo de separacado € o mesmo da CLAE, porém a velocidade
de separacao, sensibilidade e resolugcao sdo melhores. Nesta técnica, a reducédo no
tempo de analise é consideravel e, consequentemente, a redugdo no consumo de
solvente (NOVAKOVA, et al., 2006).

Contudo, é necessario investir mais tempo durante o periodo de desenvolvimento
do método, para ambientar ou reambientar a coluna em casos de eluicdo por
gradiente ou quando o tempo de analise do método desenvolvido for muito curto
(NOVAKOVA, et al., 2006).

A utilizagdo dessa técnica necessitou do desenvolvimento de um novo sistema

instrumental na cromatografia, capaz de aumentar o desempenho na separagédo com
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diminuicdo do volume morto e também para suportar pressdes elevadas. Neste
sistema, sdo utilizadas colunas pequenas, onde a eficiéncia € proporcional ao
comprimento da coluna e inversamente proporcional ao tamanho de particula
(ZOTOU, 2012).

Para suportar as altas pressdes, devem ser usadas novas particulas porosas,
que mantenham a retencédo e a capacidade semelhantes a CLAE. Particulas a base
de silica apresentam resisténcia mecéanica, mas possuem uma faixa limitada de
trabalho e compostos basicos apresentam cauda. As colunas poliméricas aceitam uma
faixa limitada de pH, porém sao pouco eficientes. Na sequéncia, foram desenvolvidas
novas particulas com incorporacdo de carbono na forma de grupamentos metila
apresentando alta eficiéncia e podendo operar em uma ampla faixa de pH. Também
foram desenvolvidas particulas, onde os grupos metilas ficam diretamente ligados na
matriz da silica (ZOTOU, 2012).

A CLUE utiliza fases estacionarias com particulas menores que 2 ym, sendo que
a utilizacado destas aliada as altas velocidades lineares da fase movel aumentam a
detectabilidade e a resolugao, diminuindo também o tempo das analises. Esta técnica
apresenta vantagens em relacao a CLAE por ser muito mais rapida, consumir menos
solventes e apresentar eficiéncia mais elevada, onde a detectabilidade é de 2-3 vezes
maior (MALDANER e JARDIM, 2009). Estas caracteriticas sdo adequadas para
analisar preparagdes farmacéuticas complexas (NOVAKOVA, et al., 2006).

A instrumentacdo utilizada para a CLUE é resistente a altas pressdes que
chegam também a valores acima de 103,55 MPa, enquanto que na CLAE as pressdes
estdo em torno de 35-40 MPa (NOVAKOVA, et al., 2006).

Neste sistema, o volume de injegdo da amostra deve ser pequeno a fim de evitar
o espalhamento da amostra resultando no alargamento do pico cromatografico. Desta
forma, a faixa de volume de injecéo é de 0,1- 50 uL (MALDANER e JARDIM, 2009).

A bomba utilizada nesses sitemas deve ser capaz de impulsionar o solvente de
forma suave e reprodutivel em razao das altas pressoes, tanto no modo isocratico
como no gradiente, compensando a compressibilidade do solvente (ZOTOU, 2012).

A fim de garantir reprodutibilidade na analise, o detector deve capturar a taxa de
amostragem e ter uma dispersdo minima, mantendo a eficiéncia na separagéo. Sao
utilizados detectores UV/visivel, porém o detector por espectrometria de massas é

melhor nesta técnica, devido ao aumento na concentragao do pico e menor dispersao
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cromatografica e vazdo menor, promovendo aumento na eficiéncia da fonte de
ionizacgao e, portanto, melhora na sensibilidade (ZOTOU, 2012).

Diversas pesquisas para analise de impurezas estdo utilizando esta técnica
analitica. KONDRA e col. (2013) desenvolveram e validaram uma metodologia
analitica para determinacdo do ingrediente ativo cloridrato de nilotinibe juntamente
com quatro impurezas.

Outro grupo de pesquisa determinou simultaneamente seis impurezas de sintese
juntamente com o respectivo composto ativo, darunavir. A validagdo desta
metodologia seguiu os guias internacionais, sendo adequada para quantificagdo dos
compostos e garantia no controle de qualidade (REDDY et al., 2016).

Uma metodologia indicativa de estabilidade foi desenvolvida e validada para
avaliar o naproxeno incluindo dois produtos de degradagao, uma impureza relacionada
e um metabdlito. Este trabalho foi o primeiro que utilizou CLUE para a avaliagao deste
farmaco (VENKATARAO et al., 2012).

Um método indicativo de estabilidade por CLUE foi desenvolvido e validado para
avaliar o tartarato de zolpidem juntamente com oito impurezas. Os produtos de
degradagao majoritarios provenientes da degradacao forgada foram identificados e a
validacéo foi realizada de acordo com os guias do ICH (MURTHY et al., 2013).

Pesquisadores desenvolveram e validaram uma metodologia indicativa de
estabilidade para avaliar por CLUE impurezas do tramadol na solugao injetavel apés
sua reconstituicdo. De acordo com os autores, o método mostrou-se adequado para a
determinacdo de impurezas em amostras de plasma e também na forma farmacéutica
(BINNOR et al., 2013).

No intuito de determinar impurezas da azatioprina, uma metodologia por CLUE
foi desenvolvida e validada. O tempo total da analise das quatro impurezas na
presenca do farmaco foi de cinco minutos e os resultados obtidos para a validacao
mostraram-se adequados de acordo com os parametros estabelecidos pelos guias
internacionais (DAVADRA et al., 2011).

Utilizando o CLUE, pesquisadores realizaram o primeiro relato referente a
validagao de metodologia para determinagéo de seis impurezas do metotrexato. Neste
estudo, foi detectada uma nova impureza que nao esta descrita nem na Farmacopeia
Britdnica nem na Farmacopeia Europeia, sendo que esta estava em maior proporgao

em comparagao as outras impurezas presentes (WU et al., 2014).
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Uma metodologia indicativa de estabilidade utilizando CLUE para determinagao
de impurezas do hemitartarato de rivastigmina foi desenvolvida e validada. Com um
tempo total de andlise de dez mitutos, onze impurezas foram detectadas

simultaneamente com o farmaco (RAJU et al., 2012).

3.7.3. Espectrometria de Massas (MS)

O espectrobmetro de massa trabalha com particulas carregadas a partir do ion-
principal e fragmentos ibnicos da molécula analisada, classificando os ions de acordo
com a razao massa/carga (WILLARD et al., 1974).

O equipamento é composto por uma unidade de entrada da amostra, que a leva
até a fonte de ions no qual as moléculas transformam-se em ions em fase gasosa que
sdo acelerados pelo campo eletromagnético, onde o analisador de massa separa
estes ions de acordo com a raz&o massa/carga, sendo contados pelo detector com
posterior registro e processamento pelo sistema de dados fornecendo o espectro de
massas (PAVIA et al., 2010).

Quando este equipamento é acoplado com técnicas cromatograficas, a amostra é
introduzida no espectrémetro de massas por meio de cromatégrafos, onde os picos
cromatograficos obtidos através da separagdo sdo introduzidos individualmente na
fonte de ionizagao do equipamento para gerar os ions (LANCAS, 2009).

As formas de ionizacao utilizadas quando esta técnica encontra-se acoplada a
cromatografia liquida corresponde a ionizagdo por eletrospray, ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica e ionizagao por fotons a pressao atmosférica (LANCAS, 2009).

O processo de ionizagdo por eletrospray possibilita a obtengdo de ions na
pressao atmosférica, onde um solvente dissolve a amostra pressurizando em um tubo
capilar sob a aplicagédo de voltagem. Assim sendo, na forma de um aerossol, o liquido
emerge do capilar a pressdo atmosférica no qual as goticulas vao perdendo o solvente
e os ions fluem para o espectrébmetro por inducdo da atracao eletrostatica e pelo
vacuo (EL-ANEED et al., 2009; LANCAS, 2009).

O eletrospray opera tanto no modo positivo quanto no negativo, sendo que, no
modo positivo, o eletrodo recebera os elétrons e as goticulas que saem do spray terdo
carga positiva. Apos a ionizagdo, a amostra passa ao analisador de massas que
separa os ions a partir da relagdo entre suas massas e cargas (razdo m/z) (LANCAS,
2009).
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O analisador de massas do tipo Quadrupolo compreende em quatro barras
dispersas em dois pares. Os ions percorrem o quadrupolo no centro a partir de uma
das extremidades passando pelo eixo, sendo que apenas 0s que possuem uma
trajetéria estavel chegam ao detector e os ions com oscilagdes erraticas colidem em
uma das barras ou saem do quadrupolo (SILVERSTEIN et al., 2013).

No analisador de massas do tipo Tempo de Voo, os ions formados a partir da
fonte de ionizagdo s&o extraidos e acelerados em alta velocidade no campo elétrico
em diregdo a um longo tubo que direciona ao detector, onde este analisador mede o
“tempo de voo” do ion dentro do equipamento (LANCAS, 2009).

O uso do MS/MS permite analisar as fragmentagdes, a partir dos ions do farmaco
original, sendo que ions especificos do produto e perdas neutras sdo adquiridos
através das subestruturas das moéleculas. Desta forma, estas fragmentagdes obtidas
permitem auxiliar na identificagdo de novos compostos, pois a comparagao do peso
molecular do produto aliado as fragmenta¢gées mostram diferengas nas subestruturas
conduzindo na interpretac&o da estrutura proposta (LEE e KERNS, 1999).

Por meio desta técnica, € possivel a identificacdo de impurezas e outras
substancias principalmente em compostos que possuem muitos analitos de interesse
(LEE e KERNS, 1999). Pesquisadores desenvolveram metodologia por CLUE-MS/MS
para determinagdo de quatro impurezas com potencial genotoxico do farmaco
zolmitriptano. O método mostrou-se sensivel permitindo detectar quantidades em ppm
(partes por milhdo) das substancias analisadas (REDDY et al., 2013).

Um meétodo indicativo de estabilidade por CLUE-MS/MS foi desenvolvido e
validado para determinagao de trés impurezas do ritonavir com um tempo de analise
de onze minutos. O método foi validado de acordo com os guias oficiais mostrando-se
altamente sensivel, pois os limites de detecgao e quantificacdo foram na ordem de
ppm (VENUGOPAL et al., 2014).

No intuito de desenvolver um método indicativo de estabilidade para a
determinagcdo do cloridrato de prasugrel simultaneamente com seis impurezas,
pesquisadores validaram metodologia por CLUE. As impurezas resultantes da sintese
do farmaco neste estudo foram identificadas por CLAE-MS/MS para posterior analise
em CLUE (MALATI et al., 2013).

Utilizando CLAE-MS/MS, foi desenvolvida metodologia para identificagdo e
caracterizagdo estrutural dos produtos resultantes da degradacdo forgada do

cetorolaco trometamol. Neste método, nove produtos de degradacdo foram
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identificados e caracterizados através desta técnica. A avaliacéo in silico da toxicidade
destes compostos através de softwares prediz que trés produtos de degradagao
apresentam alertas estruturais para carcinogenicidade (KALARIYA, et al., 2014).

Através da analise do deferasirox utilizando metodologia por CLAE previamente
reportada na literatura, pesquisadores observaram a co-eluicdo de uma impureza na
presenca do farmaco. Desta forma, um novo método foi desenvolvido capaz de
detectar cinco impurezas ja descritas juntamente com esta nova impureza detectada.
Adicionalmente, foi realizada identificacdo da substancia desconhecida por LC-
MS/MS, ressonancia magnética nuclear, espectroscopia de infravermelho e analise
elemental (THOMAS et al., 2012).

Pesquisadores desenvolveram metodologia por CLUE-MS em tandem para
determinacao de 40 impurezas de sintese do fentanil, sendo que a maioria delas
provenientes de duas rotas sintéticas especificas. No método desenvolvido, foram
analisadas 76 amostras apreendidas de fentanil sintetizadas em locais ilicitos (LURIE
et al., 2012).

Uma metodologia indicativa de estabilidade por LC-MS/MS foi desenvolvida para
avaliagao e caracterizagao estrutural de cinco produtos de degradacgao do cloridrato de
lurasidona. Foi proposto mecanismo provavel de formagéo dos degradados (TALLURI
et al., 2015).

Quatro impurezas do febuxostate foram identificadas por LC-MS/MS e
caracterizadas por espectroscopia de infravermelho e ressonancia magnética nuclear.
As impurezas identificadas foram provenientes da rota de sintese como intermediarios
da reacao e outras também correspondiam aos materias de partida utilizados
(KADIVAR et al., 2011).
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CAPITULO I: CARACTERIZAGAO DAS SUBSTANCIAS QUIMICAS DE
TRABALHO DAS IMPUREZAS DA SITAGLIPTINA E VILDAGLIPTINA

4.1. INTRODUCAO

A utilizacdo de padrées de trabalho é utili em analises qualitativas e
quantitativas para garantir a qualidade e pureza do composto. Adicionalmente,
permite elucidar as propriedades fisicas e quimicas das substancias de interesse
(BUGAY, 2001).

Métodos espectroscopicos, como a espectroscopia na regido do
infravermelho, ressonadncia magnética nuclear, espectroscopia na regidao do
ultravioleta-visivel e espectrometria de massas sado ferramentas amplamente
utilizadas na identificacdo e elucidacdo estrutural de compostos orgénicos,
permitindo também o controle e acompanhamento de reagdes ou processos de
separagao (LOPES e FASCIO, 2004).

Estes métodos disponiveis possuem como vantagens a redugao no tempo de
analise, analises em pequena quantidade de amostra, capacidade de identificar e
caracterizar estruturas complexas, ndo destrutivas das amostras e permitem o

acoplamento com métodos modernos de separagao (LOPES e FASCIO, 2004).

A espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho auxilia na
determinacao da estrutura de compostos a partir de informagdes especificas sobre
grupos funcionais, sendo util para a andlise de impurezas. Nesta técnica, a amostra
€ submetida a radiacédo eletromagnética com influéncia das ligagdes presentes na
molécula (AHUJA, 2007; NAGPAL et al., 2011).

A espectroscopia na regido do ultravioleta € utilizada para a caracterizagao
tanto de impurezas quanto de produtos de degradagdo. E uma técnica rapida, com
baixo consumo de amostra, precisa e exata. Também é adequada para uma grande
variedade de entidades quimicas com ampla variedade estrutural (NAGPAL et al.,
2011).

A espectrometria de massas € uma técnica muito util na caracterizacdo de
impurezas presentes em produtos farmacéuticos, fornecendo informacgdes a respeito
da estrutura das moléculas, apresentando como vantagens o baixo consumo de
amostra e rapidez na analise (AHUJA, 2007; NAGPAL et al., 2011).
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De forma complementar, existem outras técnicas que auxiliam na avaliagao
da pureza das substéncias. Dentre estes meétodos, a calorimetria exploratoria
diferencial mede a diferenca de fluxo de calor de um composto em fungcdo de um
programa por aquecimento ou resfriamento, sendo amplamente utilizada no ambito
farmacéutico para determinar a pureza de farmacos, compatibilidade de compostos

da formulacao e identificagdo de polimorfos (OLIVEIRA et al., 2011).

Esta técnica ndo necessita de padrbes de referéncia correspondente, sendo
utilizada uma quantidade muito pequena da amostra (MATHKAR et al., 2009).
Adicionalmente, analisa as propriedades térmicas dos materiais, fornecendo
informacdes referentes as propriedades fisico-quimicas da substancia analisada
(CLAS et al., 1999; SHANTIKUMAR et al., 2014).

Com base no exposto acima, este capitulo tem por objetivo realizar a
caracterizagao das impurezas 1 e 2 da sitagliptina, bem como das impurezas 3 e 4
da vildagliptina através das técnicas cromatograficas, espectrométricas e
espectrofotométricas.

4.2. SUBSTANCIAS QUIMICAS DE REFERENCIA (SQR)

As SQRs fosfato de sitagliptina, com pureza declarada de 99,5%, e 1-bromo-
2,4 5-trifluorbenzeno (impureza 1 da sitagliptina), com pureza declarada de 99,3%
foram adquiridos através de importacéo pela empresa Sequoia Researched Products
(Reino Unido). A substancia cloridrato de O-benzilhidroxiliamina (impureza 2 da
sitagliptina), com pureza declarada de 99%, foi adquirida pela empresa Sigma-
Aldrich (Brasil).

A substancia quimica de referéncia vildagliptina, com pureza declarada de
99,5% foi adquirida através de importacdo pela empresa Sequoia Researched
Products (Reino Unido). As substancias L-prolinamida (impureza 3 da vildagliptina),
com pureza declarada de 98% e 3-amino-1-adamantanol (impureza 4 da
vildagliptina), com pureza declarada de 96%, foram adquiridos pela empresa Sigma-
Aldrich (Brasil).

As impurezas (Figura 4.1) escolhidas para realizagdo deste estudo foram

obtidas através da analise da rota sintética dos respectivos farmacos, ja que tais
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compostos poderiam estar presentes no produto final como contaminantes em
virtude de algum processo de degradacdo ou por nd&o reagirem completamente
durante a sintese dos mesmos (HANSEN et al., 2005; VILLHAUER et al., 2003).

SITAGLIPTINA VILDAGLIPTINA

HO
F NH, O oy 8
H
N/\[é \N B
F LN ‘

HC
0
H
HN NN BN N NH,
K/N | Hy N
CF,
IMPUREZA 1 IMPUREZA 2 IMPUREZA 3 IMPUREZA 4

Figura 4.1 Estrutura quimica das substancias utilizadas neste estudo.

4.3. PARTE EXPERIMENTAL

4.3.1. Caracterizagdao das SQRs impurezas 1,2,3 e 4

Para a caracterizagao das substancias quimicas utilizadas como referéncia,
diferentes técnicas foram empregadas, tais como: analise térmica por calorimetria
exploratdria de varredura (DSC), espectrofotometria na regido do infravermelho (1V),

espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) e espectrometria de massas (MS).

4.3.1.1. Analise térmica por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As analises por DSC foram realizadas em calorimetro diferencial exploratério

por fluxo de calor, Shimatzu DSC-60, dotado de controlador de fluxo para gas de
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purga (N2) FC-60-A, integrador TA-60WS e software de controle e analise TA-60

versao 2.0.

Neste ensaio, transferiu-se aproximadamente 1,0 mg das SQRs a serem
analisadas para porta-amostras de aluminio, onde esta foi selada e colocada no
forno do calorimetro exploratério de varredura. A rampa de aquecimento utilizada foi
de 5°C/minuto e as analises foram realizadas sem prévio aquecimento para

evaporagao da agua de hidratagdo.

4.3.1.1.1. Resultados e Discussao

Na Figura 4.2 esta representada a rampa de aquecimento obtida por DSC

para as impurezas 1 e 2.
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Figura 4.2. Curva de DSC das impurezas 1 e 2, obtida em fluxo de nitrogénio
e rampa de aquecimento de 5°C/minuto sem prévio aquecimento para evaporagao

da agua de hidratagao.

Na Figura 4.3 esta representada a rampa de aquecimento obtida por DSC

para as impurezas 3 € 4.
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(@) Impureza 3 (b) Impureza 4
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Figura 4.3. Curva de DSC das impurezas 3 e 4, obtida em fluxo de nitrogénio
e rampa de aquecimento de 5°C/minuto sem prévio aquecimento para evaporacao

da agua de hidratagao.

A partir dos termogramas obtidos das substancias referidas acima, verificou-
se a inexisténcia de uma faixa de fusdao bem definida, provavelmente, devido a
decomposicdo dos compostos em estudo durante a fusdo ou devido a presenca de
polimorfos. Portanto, este método analitico ndo se mostrou adequado para a
determinacdo do processo de pureza das substéncias relacionadas a sitagliptina e
vildagliptina (OLIVEIRA et al., 2011).

4.3.1.2. Espectroscopia de absorgao na regiao do infravermelho (1V)

A caracterizagdo das SQRs das impurezas 1, 2, 3 e 4 foram realizadas, em
espectrofotometro FT-IR Perkin Elmer, modelo Spectrum BX, da Faculdade de
Farmacia da UFRGS.

4.3.1.2.1. Resultados e discussao

Os espectros na regidao do IV da SQR das impurezas 1 e 2, na faixa de 400 a

4000 cm™', encontram-se apresentados na Figura 4.4.
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Figura 4.4. Espectros de absorgéo na regido do infravermelho das impurezas
1e2.

A identificagdo das bandas de absor¢ao dos principais grupamentos quimicos
presentes na molécula das impurezas 1 e 2 estdo descritas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Frequéncias de aborgcdo das principais bandas de absorcdo das
impurezas 1 e 2 e suas respectivas atribui¢cdes

Freqliéncia (cm™) Atribuicdo
3500-3300 Estiramento da amina secundaria
1496 Dobramento da amina secundaria
Impureza 1 1266 Estiramento da ligagdo C-N
1690- 1640 Estiramento da ligacdo C=N
1250-1100 Deformacao axial CF3
3500 - 3300 Estiramento da amina primaria
1640- 1560 Dobramento da amina primaria
Impureza 2 3050 - 3010 Estiramento da ligagcdo C-H
1300 — 1100 Estiramento da ligagdo C-O
900 — 690 Monosubstituicdo de fenila

Fonte bibliografica: LOPES e FASCIO, 2004; PAVIA et al., 2010.
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A partir dos resultados encontrados, verificou-se que o0s principais
grupamentos quimicos pesentes na estrutura estdo de acordo com o espectro
obtido. A analise contempla o hidrocarboneto C-H, o grupo C-O, a fenila substituida
e, também, o grupo NH..

O espectro na regido do IV da SQR das impurezas 3 e 4, na faixa de 400 a

4000 cm™, encontram-se apresentados na Figura 4.5.
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Figura 4.5. Espectro de absorgao na regido do infravermelho das impurezas 3
ed.

A identificagdo das bandas de absorg¢ao dos principais grupamentos quimicos
presentes na molécula das impurezas 3 e 4 estao descritas na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Frequéncias de aborgao das principais bandas de absorcédo da
impureza 3 e 4 e suas respectivas atribuicdes

Freqliéncia (cm™) Atribuicdo
3500 — 3300 Estiramento da amina primaria
3500 — 3300 Estiramento da amina secundaria
Impureza 3 3000 — 2840 Estiramento da ligagdo C-H
1680 — 1630 Estiramento da ligacdo C=0
1402 Dobramento da ligagdo CH,
3500 — 3300 Estiramento da amina primaria
3400 — 3300 Estiramento da ligacdo OH
Impureza 4 1149 Estiramento da ligagdo C-O
1461 Dobramento da ligagdo CH,
3000 — 2840 Estiramento da ligacédo CH

Fonte bibliografica: LOPES e FASCIO, 2004; PAVIA et al., 2010.

De acordo com o espectro para a impureza 3 obtido, os principais
grupamentos quimicos presentes na estrutura desta substancia estdo contemplados.
Verifica-se a presenga da amina, do grupo C-H e a presencga da carbonila.

No espectro obtido para a impureza 4, observam-se 0s grupamentos
caracteristicos, tais como a fungao amina, o hidrocarboneto C-H e o grupo OH.

A partir dos resultados obtidos no espectrdmetro de infravermelho, observam-
se as posigdes e intensidades relativas das absor¢gdes na regido do infravermelho
(PAVIA et al., 2010).

Nesta pesquisa, os resultados encontrados estdo de acordo com as
atribuicdes esperadas para a molécula das impurezas 1, 2, 3 e 4.

As atribuicbes descritas na literatura pesquisada estdo de acordo com os
valores dos grupamentos quimicos esperados para todos os compostos analisados
(LOPES e FASCIO, 2004; PAVIA et al., 2010).
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4.3.1.3. Espectrofotometria na regido do ultravioleta (E UV)

As analises por espectrofotometria no ultravioleta foram realizadas através de
E UV utilizando espectrofotometro UV-VIS Shimatzu, modelo 1800, com duplo feixe,
equipado com cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho optico para analise
espectrofotométrica das solugcdes. O software UV Probe versdo 2.33 foi utilizado
para o tratamento dos dados. O espectro de absorcao obtido foi na faixa de 200 -

400 nm, utilizando como branco o solvente empregado no preparo das solugdes.

As anadlises para as impurezas da sitagliptina foram realizadas utilizando a
fase movel (agua com 0,05% de acido férmico: acetonitrila, 60:40, v/v) preparada
para as analises cromatograficas, ja as analises para as impurezas da vildagliptina
foram realizadas utilizando agua como diluente. As solu¢des SQR foram preparadas
a partir de uma solugéo estoque na fase mével contendo 500 pg mL™ e diluida com
o intuito de obter a concentragao final de 50 yg mL™.

4.3.1.3.1 Resultados e Discusséo

Na Figura 4.6 esta representado o espectro obtido para a solugdo SQR das

impurezas 1 e 2.

(a) Impureza 1 (b) Impureza 2
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Figura 4.6. Espectro obtido na regido UV na analise das impurezas 1 e 2 na
concentracao de 50 ug mL™,
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Na Figura 4.7 esta representado o espectro obtido para a solugdo SQR das

impurezas 3 € 4.
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Figura 4.7. Espectro obtido na regido UV na analise das impurezas 3 e 4 na
concentracao de 50 ug mL™,

Na espectroscopia do ultravioleta ocorrem transicdes na absor¢ao de radiacéo
eletromagnética em niveis de energia eletrénicos sendo que quanto maior o numero
de moléculas capazes de absorver luz em um determinado comprimento de onda,
maior sera a extensao da absorgao obtida (PAVIA et al., 2010).

A partir dos resultados obtidos, verifica-se que a impureza 1 possui maior
absorcao na regido proxima a 200 nm. Este resultado estd de acordo com a
literatura pesquisada, visto que o composto ndo apresenta ressonancia e os trés
atomos de fluor presentes na sua estrutura s&o retiradores de elétrons (PAVIA et al.,
2010).

A impureza 2 apresenta maximo de absorgao na regiao entre 200 a 220 nm
relacionado a estrutura do anel aromatico e ao grupamento substituinte O-NH,
(PAVIA et al., 2010).

As impurezas 3 e 4 possuem baixa absor¢gdo na regido préxima a 200 nm,
visto que ndo ha sistema ressonante que permita observar em comprimento de onda
maior. Isso ocorre porque estas impurezas néo apresentam grupos cromoforos, que
corresponde ao grupo de atomos que possui energia caracteristica de transicdo com
absorcdo em comprimentos de onda acima da regido de 220 nm (PAVIA et al.,
2010). Embora a técnica por UV nao seja confirmatéria para identificacdo das
moléculas, constitui uma alternativa relevante para determinacdo quantitativa dos

analitos em estudo.
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4.3.1.4. Espectrometria de massas

O espectro de massas foi obtido por UPLC-MS/MS, no equipamento Waters®
Acquity e espectrdmetro de massas Q-Tof Xevo G2 em parceria com a Universidade
Federal de Santa Maria no laboratorio de Quimica Analitica.

A deteccdo das substancias quimicas de trabalho foi realizada por detector
com interface de ionizagdo por eletrospray, operado no modo positivo (ESIY) em
espectrometro de massas marca Q-Tof Xevo G2 (Milford, MA, USA). Tensédo do
capilar 2,5 kV; tensdo do cone de amostragem 30 V; tensdo do cone de extragdo 3
V; temperatura da fonte 150 °C; temperatura de dessolvatagdo 400 °C; vazado de N;
no cone de amostragem 20 L h 1 vazdo de N, da dessolvatacdo 400 L h™'; faixa de

massa monitorada 50 a 1000 Da.

4.3.1.4.1. Resultados e Discussao

O espectro de massas da SQR fosfato de sitagliptina esta representado na
figura 4.8.

Figura 4.8. Espectro de massas da sitagliptina SQR realizada por detector com

interface de ionizagao por eletrospray.

O peso molecular da sitagliptina é 407 g/mol, e o pico encontrado no espectro

apresenta este valor, acrescido da massa de um ion hidrogénio (H"). Desta forma, o
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farmaco sitagliptina apresenta um ion molecular de m/z 408,12 de acordo com o

esperado para a sitagliptina e observado na literatura pesquisada (LANGE, 2013).

O espectro de massas da SQR impurezas 1 e 2 estdo representados na
Figura 4.9.

(@) Impureza 1 (b) Impureza 2
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Figura 4.9. Espectro de massas das impurezas 1 e 2 realizada por detector com

interface de ionizagao por eletrospray.

O espectro de massas da SQR impureza 1 apresenta um ion molecular de
m/z 193,07 de acordo com o esperado para este composto, visto que seu peso
molecular corresponde a 192 g/mol.

O espectro de massas da SQR impureza 2 apresentou os ions moleculares
de m/z 124,07 e 107,04. O peso molecular deste composto é de 123 g/mol e esta de
acordo com o ion principal encontrado no espectro. O ion secundario de m/z 107,4
corresponde a uma fragmentagédo da impureza 2 referente a perda do grupamento
amina (NH;) presente na molécula.

O espectro de massas da SQR vildagliptina esta representado na Figura 4.10.
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Figura 4.10. Espectro de massas da vildagliptina SQR realizada por detector com

interface de ionizagao por eletrospray.

O espectro de massas da SQR vildagliptina apresenta um ion molecular de
m/z 304,20 de acordo com o esperado para este farmaco, visto que seu peso
molecular corresponde a 303 g/mol, confirmado pela literatura pesquisada (BARDEN
et al., 2012).

O espectro de massas da SQR impurezas 3 e 4 estdao representados na
Figura 4.11.

(a) Impureza 3 (b) Impureza 4
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Figura 4.11. Espectro de massas das impurezas 3 e 4 realizada por detector com

interface de ionizagao por eletrospray.
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O espectro de massas da SQR impureza 3 apresenta um ion molecular de
m/z 115,08 de acordo com o esperado para este composto ja que seu peso
molecular corresponde a 114 g/mol.

O espectro de massas da SQR impureza 4 apresenta um ion molecular de
m/z 168,13 de acordo com o esperado para este composto, visto que seu peso

molecular corresponde a 167 g/mol.

4.4. CONCLUSOES

Na analise por DSC, a faixa de fusdo encontrada nas impurezas 1, 2, 3 e 4
nao se encontra bem definida, provavelmente decorrente de uma provavel

degradacgao das substancias analisadas ou devido a presenca de polimorfos;

Na analise por IV pode-se observar as bandas caracteristicas de cada um dos
compostos, fornecendo informagdes estruturais que asseguram a identidade das
substancias quimicas de trabalho;

Na analise por UV foi possivel observar a absor¢cao dos compostos analisados
na faixa de 200 a 400 nm, verificando que todas as impurezas apresentam absorcao
na regido proxima a 200 nm, no qual as impurezas 3 e 4 possuem baixa absorgao

em comparagao com as impurezas 1 e 2;

A analise por espectrofotometria de massas possibilitou a identificagcao de
todos os compostos através da confirmacdo da massa molecular e perfil de

fragmentacao do analito;

A partir dos resultados obtidos, as substancias foram caracterizadas com a
finalidade de serem utilizadas como SQRs para posterior execugao das avaliagdes

propostas nesta tese.
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CAPiT’ULO Il: DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODOS
ANALITICOS PARA DETERMINACAO QUANTITATIVA DE IMPUREZAS
ORGANICAS DA SITAGLIPTINA

4.4. INTRODUGAO

A validagédo permite demonstrar se o método € adequado para a finalidade
pretendida garantindo a confiabilidade dos resultados. Assim sendo, deve apresentar
especificidade e sensibilidade, linearidade, limite de quantificacdo, precisdo e
exatidao (BRASIL, 2003).

Os guias nacionais e internacionais fornecem subsidios para realizagdo e
conducdo desses testes, a fim de assegurar a confianga da metodologia
desenvolvida (BRASIL, 2003; ICH-Q2(R1), 2005). De acordo com o ICH Q3A, estao
descritas as especificacdes permitidas para qualificacdo de impurezas de farmacos
sintetizados quimicamente (ICH-Q3A(R2), 2006).

Durante a sintese de um farmaco, os subprodutos oriundos da interacéo entre
os reagentes juntamente com a dificuldade em isolar o composto sintetizado
comprometem a pureza do ativo. Desta forma, o método analitico deve apresentar

sensibilidade e especificidade adequada para o propoésito (HOLM e ELDER, 2016).

Diversos métodos estdo sendo utilizados para a avaliagdo das impurezas. A
capacidade de separacao dos compostos e alta sensibilidade do equipamento estéo
entre os requisitos necessarios (AHUJA, 2007). Em relagdo as impurezas, a CLAE
em fase reversa com detecgdo UV é a técnica mais amplamente utilizada (GOROG,
2007; HOLM e ELDER, 2016).

Tanto laboratérios de controle de qualidade de industrias como os de
pesquisa utiizam a CLAE que ja se encontra bem estabelecida e referenciada
(GUMUSTAS et al., 2013). A escolha do método analitico para determinacdo de
impurezas organicas da sitagliptina baseou-se em trabalhos anteriores realizados
neste mesmo grupo de pesquisa que utilizaram o CLAE gerando resultados

satisfatérios de acordo com os objetivos propostos.

Desta forma, as condigdes do método e os resultados obtidos nesta pesquisa
possibilitaram a analise das subtancias de interesse.
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O objetivo deste segundo capitulo foi identificar, separar e quantificar a
sitagliptina bem como suas principais impurezas de sintese utilizando a CLAE,
técnica amplamente utilizada nas industrias farmacéuticas, e que permite o controle
da qualidade da sitagliptina, farmaco recente no tratamento da diabete e cuja

literatura ndo apresenta estudos referentes a este escopo de analise.
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Abstract

When a new process is developed, raw materials, intermediates, reagents or
solvents can react with each other generating byproducts or impurities. The presence
of these unwanted materials, even in small amounts, can influence pharmaceutical
efficacy and safety. A simple HPLC method was developed and validated for the
quantitative determination of sitagliptin and its organic impurities from the synthesis
process. The method was carried out in an XBridge™ Phenyl column (250 mm X 4.6
mm i.d., 5 ym) with a mobile phase consisting of acetonitrile: formic acid (0.05%
aqueous solution) mixture (40:60, v/v), with isocratic elution. Flow rate was 1.0
mL/min and detector wavelength was 207 nm. The validation process, in accordance
with international guidelines, shows that the method was linear (R* = 0.9997-0.9999)
and ANOVA showed a non-significant linearity deviation (p>0.05). Precision RSD
was <4% (n=6) and method accuracy ranged between 97.52-102.85%. Limits of
detection (1.4 and 0.5 pug mL™") and quantification (2.8 and 2.1 ug mL™") were
determined for impurities 1 and 2, respectively. Critical factors were selected to
examine method robustness with a three-level Box Behnken experimental design and
no significant factors were detected. The HPLC method for impurity determination in
sitagliptin was precise, accurate and robust. The separation of the compounds
presented an adequate resolution even in the presence of the main degradation

product proving to be effective for routine analyses in the pharmaceutical industry.

Keywords: Sitagliptin phosphate, drug impurities, liquid chromatography, method
validation
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1. INTRODUCTION

Control and evaluation of impurities in the pharmaceutical industry are
essential to ensure the quality, safety and efficacy of drug development. The
assessment of an impurity profile through identification and quantification has
received significant attention from regulatory authorities and several pharmacopoeia
have incorporated limits with regard to permissible levels of impurities present in the
formulations (Roy 2002; Agentine et al. 2007; Nagpal et al. 2011; Raman et al. 2011;
Holm and Elder 2016). Constant surveillance of drug impurities is necessary as they
may have many implications on population health, including teratogenic and
mutagenic potential, and carcinogenic effects (Ahuja 2007; Bercu et al. 2009;
Balasubrahmany et al. 2012).

Therefore it is necessary to establish methods that can contribute to the
improvement of quality control, safety and efficacy of drugs to identify and quantify
impurities which can influence the therapy and health of patients undergoing chronic
treatments.

Among the diseases which require continuous treatment, diabetes mellitus
type 2 has a complex pathophysiology and its pharmacotherapy requires a drug
combination to maintain basal glucose levels in the blood (Duez et al. 2012;
Neumiller and Setter 2012; Irons and Minze 2014). The gliptin class is one of the
drug therapies used for diabetes mellitus type 2 and there are few studies on
evaluation and quantification of its impurities. Sitagliptin (STG) is part of this group
and acts by inhibiting the DPP-4 enzyme, which enhances the action of incretins,
allowing the maintenance of glucose levels (Duez et al. 2012; Neumiller and Setter
2012).

Due to the small number of papers regarding the identification and
quantification of impurities related to STG, combined with the fact that it represents
substantial consumption in current therapy, the development and research of
analytical methods is a relevant contribution to ensure reliability and safety in the
chronic use of these drugs for an effective treatment of type 2 diabetes mellitus.

Researchers described a product of STG alkaline degradation which is also
part of its synthetic pathway and the active metabolite of the drug: 3-(trifluoromethyl)-
5,6,7,8-tetrahydro [1,2,4] triazolo [4,3a]pyrazine. The structure was elucidated by

different spectroscopic techniques and it corresponds to impurity 1 of this paper. The
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determination of STG, metformin and the STG alkaline degradation used high
performance liquid chromatography (HPLC) with the detection of 220 nm and run
time program of 15 minutes (El-Bagary et al. 2011). Another research study
developed a stability-indicating HPLC method of STG tablets using detection at 207
nm as in the case of this search. The main degradation product was obtained by UV-
C light, cytotoxicity test by LDH of this product using mononuclear cells to show a
toxic effect at concentrations above 50 ug mL™" (Lange et al. 2012). PERAMAN and
coworkers (2013) simultaneously evaluated STG and metformin stability in
pharmaceutical dosage forms using HPLC and the run time analysis was 38 minutes.
This method detected fifteen degradation products; four of these structures have
been identified where one of them corresponds to impurity 1 of this research
(Peraman et al. 2013).

Recently, a research developed a methodology by HPLC for evaluation of
process impurities and degradants of STG, but the analysis time was 65 minutes in a
gradient model (Vuyyuru et al. 2017).

No published research is available for separation and quantification of STG
and its main impurities of synthesis in the presence of major degradation product by
UV-C light so far. Until now, no research was performed with impurity 2 of this study.

Impurity profiling by analytical methodology in new drug substances is a key
piece of the current guidelines and the most important issues in recent
pharmaceutical analysis. This is similar to forced degradation studies which supply
information on possible degradants and intrinsic stability of the drug substance (Jain
and Basniwal 2013). In this case, the impurities were selected according to the
synthesis route.

Statistical design of experiments (DoE) was applied to evaluate the analytical
method robustness by multifactorial approach. It allows a smaller number of
experiments and also provides a better understanding of the effect of controllable
variables on critical parameters. The assessment of method robustness is essential
to verify the statistical significance of critical factors and their interactions on the
experimental region and method parameters. In order to accomplish a well fitted
DoE, the number of factors must be considered (Ferreira et al. 2017). Although
robustness assessments of analytical methods are commonly conducted using

inexpensive techniques such as Plackett-Burman, the reduced number of controllable
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factors to be modeled allowed the application of the Box-Behnken design with a small
number of experiments (Cavazzuti 2013).

In accordance with international demand and the need for pharmaceutical
industries to qualify their products, this paper aims to use the HPLC technique to
determine STG and its main synthesis impurities (Figure 1) in order to obtain the best
analytical methodology. Additionally, the use of the Box-Behnken design allows
evaluating the modifications made in the parameters and the interaction that occurs

between them.

Figure 1. Chemical structures of sitagliptin (a), impurity 1 (b) and impurity 2 (c).

2. RESULTS AND DISCUSSION

The pharmacological and toxicological profile is responsible for the safety of a
drug and its adverse effects may be caused by impurities present in the drug.
Accordingly, it is important to monitor and control impurities to ensure quality and
safety of a drug by the analytical activities that represent a key component of modern
pharmaceutical analysis (Jain and Basniwall 2013). Regulatory agencies are
increasingly attentive to this issue and have sought different strategies in order to
ensure the quality and safety of pharmaceutical preparations (ICH Q3AR2 2006; ICH
Q3BR2 2006).

Among the pharmaceutical techniques, HPLC is extensively used in order to
have high resolution, reproducible responses, easy instrument operation and data

analysis with adaptability to major procedures (Gumustas et al. 2013).
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The main objective of the chromatographic method was to achieve the
separation of STG from its two impurities with adequate detection at trace levels. The
ability to separate and quantify it in the presence of major degradation product
improves the method and allows the control of the pharmaceutical formulation.

Reported stability-indicating HPLC method for the determination of STG
revealed that fast drug degradation was observed in UV-C light and the basic,
oxidative, thermal and photolytic conditions also detected degradation products but
not as fast as UV-C light (Lange et al. 2012). This literature used a C8 column,
mobile phase of water with 0.3% of triethylamine pH 4 and acetonitrile (75:25, v/v) at
207 nm (Lange et al. 2013).

Our research started with this condition but all compounds remain very close
to each other and changing the pH ratio of the mobile phase does not provide better
results. Using a C18 column under the same conditions tested before, impurities do
not interact with the column, probably because of polarity. After, changing the mobile
phase to water with 0.1% of formic acid pH 3.5 and acetonitrile, all compounds were
at the same retention time.

The literature shows that in reversed phase HPLC, a stationary phase with
less polarity and a mobile phase with greater polarity are strongly applied to separate
solutes with different polarities. In this case, drug and impurities are polar and it is
necessary to change the stationary phase in order to provide enough separation with
an adequate resolution between all the substances.

Testing the phenyl column, water with 0.1% formic acid and acetonitrile with
changes in proportions of mobile phase, the best condition found was 60% aqueous
phase with separation of drug and its impurities in short analysis time and acceptable
system suitability (resolution, theoretical plates, symmetry and retention factor).
Mobile phase was applied to dilute samples.

The method was validated according to ICH guidelines (ICH Q2R1 2005) and
specificity was evaluated by comparing the chromatograms of the STG and its
impurities with a simulated excipient mixture (Figure 2). It was found that the
excipients in the formulation do not interfere in the analysis of STG and impurities
and there is no additional peak eluting at the same retention time. Additionally,
impurities do not interfere with the detection of STG. A chromatographic peak purity

tool demonstrated that they were pure in all cases. Since STG and its two impurities
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peaks could not be attributed to any other peak, the method is confirmed suitable for

analysis.

S T
=% [N ) AN () E A R )
I Y TR L8 ¢ VAN (- N A (O R )

1

-

T
0 2 4 6 8 10

Figure 2. Chromatogram of simulated excipient mixture [1]; standard preparation of
impurity 1 - 5.0 ug/mL (a), impurity 2 - 5.0 ug/mL (b) and sitagliptin - 60.0 ug/mL (c)
with simulated excipient mixture [2]; standard preparation of impurity 1 - 10.0 pg/mL
(a) and impurity 2 - 10.0 ug/mL (b) [3]; standard preparation of sitagliptin - 60.0 ug/mL
(c) [4].

The STG main photodegradation product (Lange et al. 2012) was tested and it
also does not interfere in the analysis of STG and its impurities (Figure 3) and it
elutes at distinct retention times demonstrating the selectivity of the method which is

also useful for quality control in the pharmaceutical industry.
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Figure 3. Chromatogram of standard preparation of impurity 1 - 15.0 ug/mL (a),
impurity 2 - 15.0 ug/mL (b) and sitagliptin - 60.0 pg/mL (c) in the presence of a main
degradation product (d).
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The high resolution attained allows preparing solutions of the STG drug at an
elevated concentration. This increases the possibility of analysis by the
pharmaceutical industry since impurities are only present in trace levels.

In the literature, researchers developed the first method for simultaneous
determination of STG and metformin by HPLC in the presence of alkaline
degradation product of STG and elucidation of the structure by different
spectroscopic techniques presents the same chemical structure of impurity 1 used in
this study. It can be present as impurity of synthesis or degradation product.

Similarly, PERAMAN (2013) and researchers developed a stability-indicating
liquid chromatographic method for simultaneous analysis of STG and metformin with
detection of fifteen degradation products and the structures of four are elucidated
where two belong to the degradation of STG (Peraman et al. 2013). One of these
chemical structures is like impurity 1 and the other presented a structure similar to
impurity 2 present in this study.

Analytical methods developed for impurity analysis must have the highest
sensitivity possible for the detection and quantification of trace levels of these
contaminants in drug samples. The LOD, LOQ, and RSD of LOQ values determined
for two impurities of STG are reported in Table 1. In this case, the values obtained
were very low among the values established for international guidelines (ICH Q3AR2
2006).

Table 1. Limits of detection, quantification and relative standard deviation of

impurities 1 and 2. Linearity of sitagliptin and its impurities.

Limit of detection Limit of quantification RSD* of LOQ
Impurity 1 Impurity 2 Impurity 1 Impurity 2 Impurity 1 Impurity 2
14pgmL" 05ugmL’  28pugmL" 2.1 ugmL” 3.38 3.64
Linearity
Slope Intercept R?

Sitagliptin 36.953 -0.331 0.9999

Impurity 1 14.056 4.801 0.9997

Impurity 2 54.907 -13.331 0.9999

*Relative standard deviation of the areas at LOQ.
The analytical method proposed is sensitive enough to measure small
amounts of impurities in order to ensure the quality and safety of pharmaceutical
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formulations together with the high resolution found in the chromatogram.
Additionally, RSD obtained for impurities 1 and 2 for limit of quantification is much
smaller than 10%. This qualifies the method since these are drug impurities that allow
quantification with reproducibility.

According to official guideline specifications, the limits of detection and
quantification acquired are below the reporting threshold considering the amount of
drug substance administered per day (ICH Q3BR2).

The linearity standard plot for the assay method was obtained over the
concentration ranges tested, ie, 5.0- 65.0 ug mL™" for STG, 3.0- 30.0 ug mL™" for
impurity 1 and 2.5- 30.0 ug mL™" for impurity 2. All determination coefficient obtained
were greater than 0.999. The results are within the acceptance criteria (ICH Q2R1
2005) and demonstrate that there is a correlation between peak area and
concentration of analytes confirming linearity (Table 1) (ICH Q2R1 2005). ANOVA
showed a non-significant linearity deviation (p>0.05). LANGE and co-workers used
concentrations of 70.0 to 130.0 pyg mL" for linearity of STG, PERAMAN and
collaborators [2013] studied in the ranges 50- 450 ug mL™ for metformin and 10-150
ug mL" for STG. New methodology developed use smaller concentrations with
satisfactory results and suitable for the proposed objective. Results are in agreement
with other methodologies used to quantify STG and other drugs (El-Bagary et al.
2011; Lange et al. 2012; Peraman et al. 2013).

RSD for STG sample assay in the method repeatability study was 2.14% and
RSD for the area of impurities were 1.21% and 2.46% for impurity 1 and 2,
respectively. Assay RSD obtained in intermediate precision study are reported in
Table 2. These results confirmed that the method was precise and demonstrated that
the two data analyses were in agreement. These findings show that they are in
accordance with researchers who analyzed STG using different analytical methods
(El-Bagary et al. 2011; Lange et al. 2012; Peraman et al. 2013).

Recovery of STG ranged from 101 to 103% and ranged from 97% to 99% for
impurities 1 and 2. In the equation used the results were obtained by theoretical
concentration and area of standard. The deviation from the theoretical recovery is
small and the condition for mean recovery in this validation is met. The results
obtained in other studies were similar to this research and although the limit for
impurities can be higher for the small concentration used, the findings were similar
(EI-Bagary et al. 2011; Lange et al. 2012; Peraman et al. 2013).
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Table 2 — Data intraday and interday precision and data on accuracy

Intraday (n = 6)
Sitagliptin (%) Impurity 1 (%) Impurity 2 (%)
Mean 100.60 98.4 100.88
RSD 2.14 1.21 2.46
Interday (n = 18)
Sitagliptin (%) Impurity 1 (%) Impurity 2 (%)

Mean 99.9 98.57 98.43

RSD 2.03 1.69 3.2
Accuracy
Taken (ugmL”")  Found (ug mL™) Recovery (%)

10.0 10.29 102.85

Sitagliptin 20.0 20.38 101.90

30.0 30.80 102.66

3.0 2.96 98.83

Impurity 1 5.0 4.89 97.76

10.0 9.99 99.87

3.0 2.97 98.86

Impurity 2 5.0 4.88 97.52

10.0 9.79 97.94

Robustness of an analytical method is a dimension of its capability to remain
unchanged by small, but deliberate changes in method parameters and provides an
indication of its reliability during normal usage (Cavazutti 2013). Temperature, flow
rate, and percentage of ACN in mobile phase were selected and small changes
performed. The effect of those changes on STG and impurities 1 and 2 assay, area,
and area RSD was assessed. Results are presented as coefficient plots that show
the significance of factors evaluated by DoE. Whenever the confidence interval bar
crosses zero, the factor is considered non significant for the parameter assessed.

Currently, several researches have used the Box Behnken experimental
design to evaluate the robustness and it proved to be effective for the proposed
objective (Ragonese et al., 2002; Beg et al., 2012; Hasnain et al., 2013). Figure 4
demonstrates that modifications of chromatographic factors do not significantly alter

the method capacity to quantify STG, impurity 1 and impurity 2 accordingly.
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Figure 4. Effect of variations on ACN %, flow and temperature of sitagliptine
and impurities assay. Uncertainty bar crossing y=0 represents non significant factors
(a=0.05).

RSD assay values for STG and impurities 1 and 2 were assessed throughout
the Box Behnken experimental design. Figure 5 shows that there is no significant

variation in RSD responses for quantification of STG, Impurity 1 and Impurity 2.
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Coefficients (scaled and centered) - Effect of method changes on analytes RSD
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Figure 5. Evaluation of the effect of variations on the analytical method for the
sitagliptin and impurities assay. Uncertainty bar crossing y=0 represents non

significant factors (a=0.05).

Applying Box-Behnken to evaluate method robustness it was found that “Flow
rate” is the factor with a very significant effect on area values for STG and impurities
1 and 2 (Figure 6). These findings are in accordance with chromatography theories,
since the increase in mobile phase flow rate causes a reduction in the area value

because peak width is reduced and absorptivity remains the same.

Coefficients (scaled and centered) - Effect of method changes on analytes areas
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Figure 6. Evaluation of the effect of pre-defined variations on the analytical

method.
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According to the statistical analysis of results of the Box-Behnken design, it
could be ensured that some parameters such as temperature, flow, and percentage
of organic solvent (acetonitrile), under the observed range, are not statistically
significant for the accurate detection and quantification of STG and its impurities of
synthesis (1 and 2). The Box-Behnken model design was evaluated by ANOVA for
regression and residual analysis. It was found statistically significant and with no lack
of fit (0=0.05) for all checked parameters, being suitable to assess method

robustness.

Analysis of system suitability shows that assessed parameters (Table 3) were
within the acceptable range, indicating that the method developed is suitable for the
intended analysis.

Table 3 — Data of system suitability

Parameters Sitagliptin ~ Impurity 1 Impurity 2
Retention time 7.35 3.86 4.89
Resolution 8.96 6.33 4.91
Theoretical plates 6366 7729 8969

3. EXPERIMENTAL

3.1 Chemicals

STG phosphate reference standard (99.5%) and 3-(trifluoromethyl)-5,6,7,8-
tetrahydro-[1,2,4] triazolo [4,3-a] pyrazine-HCI (99,3%) (impurity 1) were supplied by
Sequoia Research Products (Oxford, UK). O- benzylhydroxylamine hydrochloride
(99%) (impurity 2) was supplied by Sigma-Aldrich (Brazil). Januvia® tablets, STG 50
mg (Merck Sharp & Dohme) were purchased from the local market. Inactive
ingredients are microcrystalline cellulose, magnesium stearate, lactose and sodium
starch glycolate. All chemical reagents were pharmaceutical or analytical grade.
Purified water was obtained by Millipore® Direct-Q 3UV (Molsheim, France). Mobile
phase was filtered through 0.45 ym cellulose acetate membranes (Sartorius Stedim
Biotech, Germany) and the solutions for injection were filtered through 0.45 pm nylon

membranes (Vertical Chromatography, Jatujak, Bangkok, Thailand) before use.
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3.2 Instrumentation and analytical conditions

An Agilent liquid chromatograph (Santa Clara, CA, USA) model LC- 1220
series, equipped with a Q 1311A quaternary pump, ALS-G1329A auto sampler, TCC-
G1316A column oven, G1315B photodiode array detector, G1322 A degasser and
ChemStation manager system software was used in the analytical scale studies.
Separations were obtained in an XBridge™ Phenyl column (250 mm X 4.6 mm d.i., 5
pMm). Mobile phase consisted of isocratic elution based on acetonitrile: formic acid
(0.05% aqueous solution, pH 3.0) mixture (40:60, v/v). The flow rate was 1.0 mL min’
' time run 8 minutes and in the presence of the main degradation product the time

run was 12 minutes, injection volume 20 uL, detection wavelength 207 nm.
3.3 Preparation of reference standards and sample solutions
3.3.1 Reference standard solution

Stock standard solutions of STG, impurity 1 and impurity 2 were prepared by
accurately weighing 10 mg, transferred to a 20 mL volumetric flask and diluted to
volume with mobile phase, in order to obtain 500 yg mL 1 of STG, impurity 1 and

impurity 2. Stock solutions were stored at 2-8 °C protected from light.

3.3.2 Sample solution

Tablets containing 50 mg of STG were accurately weighed and crushed to thin
powder. Appropriate amounts were transferred to a 20 mL volumetric flask. Then, 15
mL of methanol were added, followed by 30 minutes in UltraSonic Cleaner USC-
2850, methanol were added to final volume. The solution was filtered through a 0.45
um membrane filter. For analysis, an appropriate aliquot from STG stock solution

(100 pg mL™") was diluted to appropriate concentration in mobile phase.
3.4 Method validation

The chromatographic method was validated considering the following

parameters: specificity, linearity, limits of detection (LOD) and quantification (LOQ),
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precision, accuracy and robustness. Parameters were analyzed in this study
according to international guidelines (ICH Q2R1 2005; ICH Q3A 2006).

3.4.1 Specificity

This parameter was evaluated by analysing the interference of formulation
inactive ingredients with the STG, impurites 1 and 2 by comparing the
chromatograms obtained from STG and impurities 1 and 2 reference standards and

simulated sample of excipients.
3.4.1.1 Degradation by UV-C ligth

Sample solutions of STG (1.0 mg mL™") dissolved in methanol were placed in
closed 1cm® quartz cells and placed in a UV chamber (100 x 18 x 17cm) with internal
mirrors and CSR F30W T8 UV fluorescent lamp emitting radiation at 254 nm for 4
hours. Before the final study, samples were diluted to 100.0 pg mL™" with mobile

phase and analyzed by HPLC.
3.4.2 Limits of Detection (LOD) and Quantification (LOQ)

LOD and LOQ for impurities were determined at a signal-to-noise ratio of 3:1
and 10:1, respectively, by injecting a series of diluted solutions with known
concentrations. The precision study was also carried out at the LOQ level by injecting

six (n = 6) individual preparations and calculating the area RSD.
3.4.3 Linearity

Standard curves were prepared at seven concentration levels of STG (5, 15,
25, 35, 45, 55, 65 yg mL™"), impurity 1 (3, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ug mL™") and impurity
2 (2.5, 5, 10, 15, 20, 25, 30 pg mL™"). Linearity was evaluated by linear regression
analysis and ANOVA (analysis of variance) (a = 0.05) for compliance of the linear

model.
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3.4.4 Precision

Method precision was verified by repeatability and by intermediate precision.
Repeatability was checked by injecting six individual preparations of STG (50.0 ug
mL™") spiked with its two impurities (15.0 ug mL") and placebo. The detected
concentration for each impurity was calculated. Intermediate precision of the method
was also evaluated using different analysts and performing the analysis on three

different days.
3.4.5 Accuracy

Assay method accuracy was evaluated in triplicate for 5.0 ug mL" of STG
standard spiked with 5.0, 15.0 and 25.0 ug mL™" of the drug product. Drug product
recovery was calculated for each added concentration.

For impurities, solutions with placebo and impurities 1 and 2 at 3.0, 5.0 and
10.0 ug mL™" were prepared. Each solution was prepared in triplicate and the values
expressed as the percentage ratio of mean experimental concentration and

theoretical concentration.
3.4.6 Robustness

Box-Behnken was the experimental design chosen to evaluate the effect of
small chromatographic variations on parameters related to analyte quantification and
system suitability. Temperature, flow rate, and percentage of ACN were selected as
critical factors for method robustness assessment. The center points of the two level
response surface design were the optimized values for each factor, further -1 and +1
levels were as follows: ACN (38 and 42 %); flow rate (0.9 and 1.1 mL/min);
temperature (24 and 26 °C). DoE was modeled and results processed using MODDE

Pro 11 statistical software (MKS Umetrics, Sweden).
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3.4.7 System Suitability

System suitability tests are used to check if the chromatographic system is
able to perform the intended analysis and if it is capable of providing acceptable,
good quality results. It verifies the availability and suitability of the chromatographic
system (Wahlich and Carr 1990; USP 34 2011).

The parameters measured were: resolution (R), theoretical plates (N), and
retention time. It can be determined experimentally from the result of one or more

experiments (Heyden et al. 2011).

4. CONCLUSION

The development of new drugs is a challenge for researchers since few
studies are available in literature. The present study was able to detect and quantify
STG synthesis impurities at low levels, which is very important when analyzing small
amounts of new drug substances. The isocratic HPLC method developed for
quantitative analysis of STG and its main impurities is precise, accurate, linear,
robust and specific. This method exhibited an excellent performance in terms of
sensitivity and speed, even though it used small concentration of impurities. For the
robustness test none of the changes performed significantly altered the expected
results. According to official guidelines, drugs such as STG and its main synthetic
products, an analytical study is required to evaluate the raw material and the finished
product in order to supply the demands of quality control in the pharmaceutical
industries. The isocratic HPLC method is suitable and can be allocated for routine

analysis of sample production and to check the quality of STG.
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6. CAPiTULO lll: DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODOLOGIA
ANALITICA PARA DETERMINACAO DE IMPUREZAS ORGANICAS DA
VILDAGLIPTINA

6.1. INTRODUGAO

Ao longo do tempo, as industrias farmacéuticas procuram suprir as limitagdes
encontradas nos equipamentos principalmente com o objetivo em reduzir custos e
aumentar a produtividade. Neste contexto, a CLAE passou a apresentar limitagdes
fazendo com que se buscassem novas técnicas e alternativas para sanar as
necessidades existentes (RODRIGUEZ-ALLER et al., 2013).

O surgimento da CLUE, que é muito semelhante a técnica por CLAE,
emprega particulas menores que 2 um em sistemas com alta pressao. Desta forma,
tem-se um aumento na resolugdo e detectabilidade com diminuicdo no tempo de
analise (MALDANER e JARDIM, 2009).

Aliado a isso, as técnicas acopladas contribuem e qualificam o sistema
operacional. O sistema LC-MS (cromatografia liquida-espectrometria de massas)
apresenta melhoria na resolucéo, deteccio, sensibilidade e seletividade e rapidez
nas analises (RODRIGUEZ-ALLER et al., 2013).

Portanto, o desenvolvimento de novas estratégias de analise colabora e
aprimora o avango de novas tecnologias gerando melhorias durante a pesquisa e

também na analise de novos farmacos (LEE, 1999).

Na sequéncia, torna-se necessario realizar a validagcdo da metodologia
analitica, que tem por objetivo garantir a confiabilidade dos resultados mostrando a
adequabilidade do método para a finalidade desejada (BRASIL, 2003). As
regulamentagdes especificam a maneira de execugcdo da analise, descrevendo os
passos para realizagao do ensaio (BRASIL, 2003; ICH-Q2(R1), 2005).

Durante a validacdo e avaliacdo dos resultados, a interpretacdo e
compreensao das analises devem ser ajustadas para cada procedimento analitico
individualmente, a fim de saber se o procedimento desenvolvido € adequado para a
finalidade pretendida (ERMER, 2005).
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Desta forma, a utilizacdo do CLUE-MS/MS para avaliacdo de impurezas é
uma importante ferramenta analitica em virturde da maior sensibilidade e capacidade

de selecionar a massa exata do analito de interesse.

Portanto, este capitulo teve por objetivo realizar a determinagao quantitativa
para a analise da vildagliptina e suas principais impurezas de sintese. Este capitulo
esta apresentado em formato de artigo cientifico e a codificacdo dos analitos
encontra-se distinta do capitulo |, referente a caracterizacdo das impurezas da

vildagliptina.
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6.2. ARTIGO CIENTIFICO II: UPLC-ESI/Q-TOF MS/MS METHOD FOR
DETERMINATION OF VILDAGLIPTIN AND ITS ORGANIC IMPURITIES USING
FULL FACTORIAL EXPERIMENTAL DESIGN FOR ROBUSTNESS ASSESSMENT

Artigo a ser submetido ao periédico Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis







UPLC-ESI/Q-TOF MS/MS METHOD FOR DETERMINATION OF VILDAGLIPTIN
AND ITS ORGANIC IMPURITIES USING FULL FACTORIAL EXPERIMENTAL
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Abstract

Vildagliptin (VLG) correspond to a drug used for the treatment of diabetes mellitus.
This disease require a continuous treatment and the control of impurities present in it
are so important to assure the quality of this drug. By this, it is necessary to use
sensitive and selective detection techniques and the ultra performance liquid
chromatography (UPLC) is a better option compared to high performance liquid
chromatography (HPLC) witch enhance the separation efficiency with short analysis
time and increased resolution. The analysis of this research was conducted using
liquid chromatography/tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and quantification
was performed using extracted ion of drug VLG and its main organic impurities of
synthesis. During the validation process, in accordance with international guidelines,
the method proved to be linear (R*> = 0.997-0.998) and ANOVA showed a non-
significant linearity deviation (p>0.05). Three critical factors were selected to
examine method robustness with a Full Factorial experimental design and the
responses were found to be not significant for quantification of VLG and the
respective impurities. The UPLC-MS/MS for determination of impurities in VLG was
precise, accurate and robust proving to be effective for analysis in the pharmaceutical

industry and improve the quality, safety and efficacy of the new drug developed.

Keywords: vildagliptin, drug impurities, UPLC-MS/MS, method validation
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Introduction

The type 2 diabetes mellitus (DM2) is a disease characterized by high glucose
levels resulting from insulin resistance or the decrease in insulin secretion (1). The
dipeptidyl peptidase-4 inhibitor (DPP-4) is a new class of drugs used for the
treatment of this desease and vildagliptin (VLG) belong to this class.

The control and evaluation of impurities of the new developed drugs by the
pharmaceutical industry are fundamental for quality, safety and efficacy. This subject
is receiving important attention by regulatory authorities and different
pharmacopoeias have incorporated the limits to the permissible levels of impurities
present in drug (2).

Several methods were described for prepare VLG and this synthesis generally
uses L-prolinamide (impurity 1) and 3-aminoadamantanol (impurity 2) for starting
material witch can remain as potential impurities (3).

In addition, there are a small number of studies regarding identification and
quantification of impurities of VLG. Studies about the development of analytical
methods for organic impurities of drugs correspond to an important contribution in
order to ensure safety and reliability mainly in case of a substantial consumption of
drugs in chronic use like DM2.

Impurities of drugs must be characterized and this evaluation by analytical
methods is a key component in current pharmaceutical analysis (4). The presence of
these compounds even in small quantities can implicate the efficacy and safety of the
pharmaceutical products and also, it can be unusually potent or toxic (2).

Search of VLG in literature report the elucidation of structure of an impurity
obtained from new synthesis of VLG and their respective degradation product (5).
Another research developed an analytical method using high performance liquid
chromatography (HPLC) for the determination of VLG in presence of 3-amino-1-
adamantanol (6) and other paper evaluate metformin, VLG and 3-amino-1-
adamantanol in plasma using ultra performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry (UPLC-MS/MS) (7). The development of a methodology using liquid
chromatography was evaluated for determination of VLG tablet and also determined
the molecular structure of one main degradation product (8).

El Bagary and colaborators developed a method by UPLC-MS/MS for

simultaneous determination of metformin and VLG in presenge of 3-amino-1-
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adamantanol (Figure 1[c]) in human plasma, but that analysis did not quantify this
compound and it is the first time that this main impurity synthesis of VLG are
validated for quantitative determination (7).

For drug impurities, various analytical techniques are used for improvements
of specificity, sensitivity or robustness. The use of UPLC compared to HPLC reduce
separation times, enhancing selectivity and separation efficiency (9).

The reduction of particles in the stationary phase at UPLC technique increase
efficiency and peak capacity with shorter analysis time and better resolution. In that
system, the use of MS/MS detector improve the sensitivity of detection and the
source ionization is more efficient due to enhanced peak concentrations and reduced
chromatographic dispertion at lower flow rates compared to HPLC (10; 11; 12).

The use of MS as a detector improve the methodologie developed for
qualitative and quantitative analysis of serveral compounds. The responses obtained
are sensible and peak probably consists of a pure compound which the quality of
spectral information is improved up to a 20-fold (11).

Researchers developed and compare the separation of a five component
mixture of tablets and capsules in order to evaluate the efficiency of HPLC and UPLC
methods. The find shows that UPLC was a faster method, 3-fold reduction in elution
time, less consumption of solvents and higher efficiency (13).

During the validation of a new analytical methodology, the robustness test
allows the evaluation of potential sources of variability of responses of the method
(14). In this case, the use of design of experiments (DoE) for robustness allows to
perform a minimal number of analysis of well-planned experiments (15) and the
measured of multiple responses without extra experiments that arrive at the desired
objtective (16).

DoE allows an effective and efficient approach in order to evaluate
simultaneously the effects of factors and their interactions. It is able to predict the
relationship between the factors (17).

The full factorial design evaluate the linear influence of the individual factors
and those interactions (15). It determines the significance of main effects and their
interactions without confounding between them (18).

The present study aimed the development of analytical methods for
quantitative determination of the main synthesis impurities of VLG (Figure 1) for

quality control analysis using UPLC-MS/MS and the use of Full factorial design
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allows the evaluation of modifications made in the parameters and the interaction that

occurs between them.

HO
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Figure 1. Chemical structures of VLG (a), impurity 1 (b) and impurity 2 (c).

2. Material and methods
2.1. Chemicals

VLG standard (99.5%) was supplied by Sequoia Research Products (Oxford,
UK). 2-pyrrolidinecarboxamide (98%) (impurity 1) and 3-amino-1-adamantanol (96%)
(impurity 2) were supplied by Sigma-Aldrich (Brazil). Galvus® tablets, VLG 50 mg
(Novartis Biociéncias SA) were purchased from the local market. Inactive ingredients
are microcrystalline cellulose, magnesium stearate, lactose and sodium starch
glycolate. All chemical reagents were of pharmaceutical or analytical grade. Purified
water was obtained by using Milli-Q system from the Millipore® (Bedford, MA, USA).

2.2. Instrumentation and analytical conditions

Chromatographic analyses were performed by the ACQUITY™ UPLC system
from Waters Corp. (Milford, MA, USA) equipped with sampler manager, column
heater, quadrupole time of flight (Q-Tof) MS detector, and binary solvent manager. A
ACQUITY UPLC® BEH C8 (Ireland) column (2.1x50 mm, 1.7 ym) was used for the
separation of components. The Q-Tof Xevo G2 mass spectrometer (Milford, MA,
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USA) was equipped with an electrospray ionization source (ESI). ESI-MS and ESI-
MS2 detections were performed in positive ion mode and resolution mode. Optimized
MS conditions were: capillary voltage 2.50 kV, cone voltage 30 V, extractor cone 3V,
desolvation gas 400 L/h, cone gas 10 L/h, desolvation temperature 400 °C, source
temperature 120 °C. Acquisition mass range was monitored from 50 to 1000 Da.
System control and data acquisition were performed using MassLynx V 4.1 software.
Elution was performed with binary gradient where solution A composed of water with
0.1% formic acid and solution B of methanol containing 0.1% formic acid, the column
temperature was maintained at 35°C, injection volume was 1 pL and the mobile
phase flow was 0.3 mL/min. The gradient program was as follows: time/% solution
A:0/100, 2/80, 3/0.

2.3. Robustness: design of experiments

Full factorial design was the experimental design chosen to evaluate the
effects of small chromatographic variations on parameters related to analyte
quantification and system suitability. Temperature, flow rate and injection volume
were selected as critical factors for method robustness assessment. The center
points of the two level response surface design were the optimized values for each
factor, further -1 and +1 levels were as follows: temperature (33 and 37 °C); flow rate
(0.2 and 0.4 mL/min); injection volume (0.9 and 1.1 uL). DoE was modeled and
results processed using MODDE Pro 11 statistical software (Umetrics, Sartoriun

Stedim, Sweeden).
2.4. Preparation of standard and sample solutions
2.4.1. Standard solution
The stock standard solution of VLG, impurity 1 and impurity 2 were prepared
by accurately weight 10 mg, transferred to a 20 mL volumetric flask and diluted to
volume with methanol, in order to obtain 500 pg mL " of VLG, impurity 1 and impurity

2. The stock solutions were stored at 2-8 °C protected from light and diluted with

water and methanol containing 0.1% formic acid (1:1, v/v).
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2.4.2. Sample solution

Tablets containing 50 mg of VLG were accurately weighted and crushed to
thin powder. Appropriate amounts were transferred to a 20 mL volumetric flask and
diluted to volume with methanol in order to obtain 500 pg mL 1 of VLG. The solution
was filtered through a 0.45 ym membrane filter. The stock solutions were stored at 2-
8 °C protected from light and diluted with water and methanol containing 0.1% formic
acid (1:1, v/v).

2.5. Experimental conditions

Tests were performed in isocratic or gradient mode using different ratios of
water, acetonitrile or methanol, varying column, flow and temperature. The column
used were ACQUITY UPLC® BEH C8 (50 x 2.1mm; 1.7um), ACQUITY UPLC® BEH
C18 (50 x 2.1mm; 1.7um), ACQUITY CSH Phenyl-Hexyl (50 x 2.1mm; 1.7uym) and
ACQUITY UPLC® BEH Amide (50 x 2.1mm; 1.7um).

Using the Phenyl-Hexyl column, the flow were varied to 0.1 at 0.3 mL.min™,
the temperature to 25 at 60 °C in a several gradiant mode of water and acetonitrile.

For the C18 column the flow was from 0.15 to 0.5 mL.min™" and temperature to
35 at 50 °C. The mobile phase used correspond to water and acetonitrile with
variations in pH value of organic solvent from 7.0 to 10.0 with NH,OH 50 mM or pH
4.0 with 0.1% of formic acid. Methanol also was tested in pH 8.0 with NH;OH 50 mM
or pH 5.0 with 0.1% of formic acid. Modification in pH of water for 8.0 was performed
with NH,OH 50 mM.

The amide column was used and variations performed in flow was from 0.15 to
0.4, for temperature correspond to 35 at 65 °C where the mobile phase was
composed of water and acetonitrile with variations in pH of organic solvent for 8.0
with NHsOH 50 mM or 5.0 with 0.1% of formic acid.

The column C8 was tested with variations in flow to 0.15 at 0.4, temperature
from 35 to 55 °C and modifications in gradient mode was performed with water as

aquous phase and acetonitrile or methanol as organic solvent.
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This last column was used for the analysis and the mobile phase was
composed of water and methanol containing 0.1% formic acid, the temperature was
maintained at 35 °C and the flow used was 0.3 mL/min.

2.6. Method validation

The chromatographic method was validated taking into consideration the
following parameters: specificity, linearity, limits of detection (LOD) and quantification
(LOQ), precision, accuracy and robustness. Parameters were analyzed in this study

according to international guidelines (19; 20).
2.6.1. Specificity

This parameter was mesured by analysing the interference of the inactive
ingredients of the formulation with VLG, impurities 1 and 2 by comparing the mass
chromatograms obtained from VLG, impurities 1 and 2 satandard and simulated

sample of excipients.
2.6.2. Limit of Detection and Quantification

The LOD and LOQ for impurities were determined at a signal-to-noise ratio of
3:1 and 10:1, respectively, by injecting a series of diluted solutions with known

concentrations.
2.6.3. Linearity

The standard curve was preparated from VLG stock solutions at five
concentration levels of 5, 10, 20, 30 and 40 pg.mL". The standard curves from
impurities 1 and 2 were prepared from stock solutions at five concentration levels of
1, 5, 10, 15 and 20 pg.mL™". The peak area versus concentration data was treated by
least-squares linear regression analysis. The correlation coefficients, slopes, and Y-
intercepts of the standard curve were determined.
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2.6.4. Precision

The precision of the method was verified by repeatability and by intermediate
precision. Repeatability was checked by injecting six individual preparations of VLG
tablets (30 ug.mL™") spiked with its two impurities (15 ug.mL™") and placebo. Relative
standard deviation (% RSD) of peak area for each impurity was calculated. The
intermediate precision of the method was also evaluated using different analysts and

performing the analysis on three different days.
2.6.5. Accuracy

The accuracy of the assay method was evaluated in triplicate for 10 ug.mL™ of
VLG SQR and 5, 10 and 15 pg.mL™ of the tablets concentration. Calculated amounts
of know tablets were added to the sample preparation to attain the lowest levels. The
recovey of the tablets were calculated.

For the impurities, assay method was evaluated in triplicate for 10 pg.mL'1 of
placebo and VLG standard with 10, 15 and 20 pg.mL'1 of each impurity

concentration. The recovey of the impurities were calculated.
3. Results and discussion

The main objective of the chromatographic method was to achieve the
separation of VLG from its two impurities in a short time with adequate separation
and able to quantify those impurities in order to ensure safety and quality of
pharmaceutical formulations.

The major synthesis impurities of VLG used in this research do not present
chromophore above the region of 220nm, by this, an equipment with UV detection is
not possible to use since its necessary to detect traces of impurities present in the
drug.

In this case, UPLC-MS/MS is a new equipment with very sensibility and
suitable for analysis of impurities. It has been an innovative methodology that ensure
an adequate resolution in reduced time of analysis and the mass detector allows the
correct selection and confirmation of analytes of interest. By this, VLG positive ion

generated a MS chromatogram peak in 3.23 min correspondent to MS peak, [M+H]",
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m/z 304,2025; impurity 1 positive ion generated a MS chromatogram peak in 0.46
min correspondent to MS peak, [M+H]*, m/z 115,0871; impurity 2 positive ion
generated a MS chromatogram peak in 1.61 min correspondent to MS peak, [M+H]",
m/z 168,1388.

In order to obtain the best chromatographic conditions, various parameters
were tested to provide adequate sensitivity and retention factor.

The main problem during development of the method was the high polarity and
similarity of chemical compounds structure. It difficult to separate the subtances and
in some cases, for the condition tested the retention time was near to the dead time.

Despite varying the rate of organic solvent, pH of aqueous phase, different
temperature and flow of mobile phase with several types of columns, the compounds
remain eluting very close to each other at isocratic mode.

Tests realized using fenilhexyl column in a gradient mode, varying the ratios of
organic solvent do not result in an adequate separation and the retention time were
very close with similar chromatographic behaviour because of similarity in their
structures.

The amide column also were tested and besides the variations realized, the
compounds do not present adequate peak symmetry and retention time begins very
close to each other.

Analysis performed in C18 column with differents conditions tested shows that
peak symmetry of the substances were not adequate. The use of ammonium
hydroxide 50 mM in water pH 8.0 provide adequate separation, but it was not
reproducible.

More tests were performed in C8 column with satisfying results and slow
modifications in ratios of organic solvent or water, temperature and flow of the mobile
phase result in the best chromatographic conditions. The use of acetonitrile as
organic solvent was not adequate for the separation and change it for methanol
ensure that the method reproduce with adequate peak sensitivity and retention factor
for quantification of the drug and impurities. Mobile phase was used as a diluent of
the samples.

Starting from this condition, preliminary studies were performed in order to
identify the variables with major effects on the system for evaluate the range and
magnitude of variation of each factor with the objective to obtain a reliable analytical

method.
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In the robustness test, the potential sources of variability were evaluated in
order to know what factor must be controlled during the execution of the method (14).

Experimental design was selected to examine the factors and designs applied
of two-level screening allow to evaluate a large number of factors in a small number
of experiments (14).

Temperature, flow rate and injection volume were selected as critical factors
for method robustness assessment. The effect of those changes on VLG and
impurities 1 and 2 assay, area RSD of area were assessed.

The results obtained are presented as coefficient plots that show the
significance of factors measured by DoE. When the confidence interval bar crosses
zero, the factor is considered non significant for the parameter assessed (21).

Figure 2a demonstrates that modifications of chromatographic factors do not
alter the method capacity to quantify VLG, impurity 1 and impurity 2.

The effect of method changes on analytes areas ( Figure 2b) and retention
time (Figure 2c) evaluated by full factorial design shows that “Flow rate” is the factor
with significant effect for time of VLG, impurity 1 and impurity 2. In general, the
increase in mobile phase flow rate reduces the area values because peak width is
reduced, but it do not implicate negatively in the quantification of the analytes (22).
Therefore, this performance in the analysis do not interfere in the results.

Similarly, the increase in flow rate reducess the retention time of VLG, impurity
1 and impurity 2. This result was also report by researchers who evaluated the
variation of flow rate in the separation of two mixtures of neutral pesticides in HPLC
and it shows that the separation is facilitated by higher flow rates and the time of
analyses was reduced (23).
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Figure 2. (a) Effect of variations of VLG and impurities assay. (b) Effect of
variations for the VLG and impurities areas. (c) Effect of VLG and impurities retention

time. Uncertainty bar crossing y=0 represents non significant factors (a=0.05).

The response surface plots (Figure 3) of VLG, impurity 1 and impurity 2
confirm the results shown in the graphs (Figure 2) concearning the effect of changes
performed in temperature and flow rate to the retention time of the analytes. The

resulting values demonstrate method robustness and adequability.
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Figure 3. Response surface plot of VLG, impurity 1 and impurity 2.

The summary of fit plow (Figure 4) shows the adjustment of the statistical
model to the study performed. A significant model has the correlation coefficient (R2)
greater than 0.5, whereas the model predictive powder (Q2) must be higher than 0.1

(24). In this case, the values of R2 and Q2 founded show that the statistic model

used presents significance for the values obtained.
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From the obtained results it is observed that the values are in agreement with
the expected and it shows that the applied statistical model is suitable for the

proposed objective.

Summary of Fit (PLS) H r2

0,94

VLG AREA IMP1 AREA IMP2 AREA  RT VLG RTIMP1  RTIMP2 ASSAY VLGASSAY IMP1ASSAY IMP2

Figure 4. VLG area (R2=0.99; Q2=0.43), impurity 1 (IMP1) area (R2=0.99;
Q2=0.43), impurity 2 (IMP2) area (R2=0.99; Q2=0.43), RT (retention time) VLG
(R2=0.99; Q2=0,43), RT IMP1 (R2=0.99; Q2=0.44), RT IMP2 (R2=0.99; Q2=0.44),
assay VLG (R2=0.81; Q2=0,51), assay IMP1 (R2=0.89; Q2=0.25), assay IMP2
(R2=0.77; Q2=0.25).

The tests made it possible to determine the best analytical conditions for
subsequent validation of the analytical method and it was validated according to ICH
guideline (ICH-Q2 (R1), 2005). Method specificity was evaluated by comparing the
chromatograms of the VLG and its impurities with simulated excipient mixture (Figure
5). The presence of excipients in the formulation do not cause any interference in the
analysis of VLG and its impurities and no additional peak eluting at the same
rettention time was found. The mass espectrometer demonstrated that all

compounds were pure in the chromatogram. Since the VLG and its two main
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impurities peak could not be attributed to any other peak, the method is confirmed as

highly suitable and specific for the analysis.
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Figure 5. [1] Mass chromatogram of a standard preparation of impurity 1 (a),
impurity 2 (b) and VLG (c) of extracted ion and chromatogram of impurity 1 (a),
impurity 2 (b) and VLG (c) with simulated excipient mixture; [2] Chromatogram of
simulated excipient mixture with selection of exact ion of impurity 1 (a), impurity 2 (b)
and VLG (c).
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The use of UPLC allows the increase speed of analysis without a decrease in
chromatographic performance and less solvent consumption, better resolution
properties and faster chromatography enhance the quality of the data also with
productivity (10).

In this case, the separation of the compounds with specificity allows the
identification of impurities and quantification that ensure quality control of the drug.

The choice of an analytical methodology for detect impurities should be as
lower as possible and it is so important because the limits allowed according to
international guides are very small.

In this case, the determined LOD and LOQ values for VLG and its two
impurities are reported at Table 1, they are low and in agreement with the official
guides. By this, the limit of impurities for VLG are 25 ug for reporting threshold, 50 ug
for identification and 75 ug for qualitication threshold (25).

Table 1. Limits of detection and quantification of VLG, impurities 1 and 2. Linearity of

VLG, impurity 1 and impurity 2.

Limit of detection (ug mL™) Limit of quantification (ug mL™)
VLG Impurity 1 Impurity 2 VLG Impurity 1 Impurity 2
0.015 0.1 0.05 0.03 0.5 0.2

Linearity
Slope Intercept R?
VLG 2767.60 12033.00 0.998
Impurity 1 458.69 823.53 0.998
Impurity 2 3530.00 5016.60 0.997

The linearity standard plot for the assay method was performed over the
calibration ranges tested, that is, 5.0 — 40.0 ug.mL™ for VLG, 1.0 — 20.0 pg.mL™ for
impurity 1 and 2. All the determination coefficients obtained were greater than 0.99
(Table 1). The result shows that an excellent correlation existed between the peak
areas and concentration of the analytes confirming linearity. Additionally, ANOVA

showed a non-significant linearity deviation (p>0.05).
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EL-BAGARY and co-workers used concentrations of 5.0 to 200 ug.mL™ for
VLG just in presence of the impurity 3-amino-1-adamantanol (impurity 2) without the
linearity of this compound (6), BARDEN and collaborators used the concentrations in
the range of 20.0 — 80.0 ug.mL™" for VLG (8).

The new methodology developed in this research used smaller concentrations
with satisfactory results and suitable for the proposed objective.

The mean (%) and RSD (%) of the assay results obtained in the repeatabilty
and intermediate precision study are reported in Table 2. These results confirmed
that the method is highly precise with slow variations and the RSD was less than
5.0%. The results obained show that they are in agreement with researchers who
analyzed VLG using different analytical methods (6; 7; 8).

Table 2 — Data of intraday, interday precision and accuracy.

Intraday (n = 6)

VLG (%) Impurity 1 (%) Impurity 2 (%)
Mean 100.54 101.80 99.33
RSD 1.21 2.09 2.64

Interday (n = 18)

VLG (%) Impurity 1 (%) Impurity 2 (%)
Mean 97.62 102.21 100.23
RSD 4.38 4.86 3.99

Accuracy

Taken (ugmL”")  Found (ug mL™") Recovery (%)

15 141 94.0

VLG 20 20.2 101.0
25 25.0 100.2

10 11.1 111.0

Impurity 1 15 16.0 106.5
20 19.1 95.5

10 10.9 108.9

Impurity 2 15 16.2 108.0
20 19.8 98.9
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Recovery of VLG ranged from 94% to 101%, of impurities 1 and 2 ranged from
95.0% to 111.0% (Table 2). In UV detection, the reproducibility of the area is greater
than MS detector and by this, the acceptable limit is 15%.

The results obtained by other researches were similar to this research and
although the acceptable limit for recovery of impurities can be higher because the
use of small concentration of this subtances and the detector used (MS), the results
obained in this research were similar (6; 7; 8).

The use of MS/MS for identification and quantification is a selectivity and
sensitivity tool compared to UV-DAD detector which does not difference compounds
what has similar chromophore groups and for subtances that can not been identified
by this mode.

Along with that, the detection and characterization of impurities has received
important attention by the pharmaceutical industries and international guides. In this
case, UPLC-MS/MS correspond to an important hyphenated techniques with fast and
reliable analysis with determination of fragmentation mechanisms and elucidation of

structures highly sensitive.

4. Conclusion

The control of quality and safety for new developed drugs is a challenge for
researchers and there are few studies about impurities of drugs. The present study
was able to detect and quantify the main VLG synthesis impurities at low levels and it
is very important when analyzing small amounts of new drug substances.

An gradient UPLC method was successfully developed for quantitative
analysis of VLG and its main impurities 1 and 2 with precision, accuracy, linearity,
robustness and specificity. The analytical method proved to be suitable for the
purpose and exhibited an excellent performance in terms of sensitivity and speed.

The analysis performed by full factorial design allowed the evaluation of
modifications in flow rate, injection volume and temperature showing that the
interations between them do not compromisses the quantification. The method can
be used for analysis of production samples and to check the quality of samples of
VLG.
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7. CAPITULO IV: AVALIAGAO DA TOXICIDADE
7.1. INTRODUGAO

As impurezas de farmacos, quando presentes, devem estar na menor
quantidade possivel. Desta forma, a avaliagao toxicoldgica € importante para garantir
a segurancga do produto final (PAIM et al., 2013).

Os ensaios realizados neste trabalho seguem as diretrizes da Organization for
Economic co-Operation and Development (OECD), que apresenta metodologias
alternativas para a avaliagao da toxicidade aguda in vitro (OECD, 2010).

Dentre os testes utilizados para avaliar a toxicidade, tem-se o ensaio de MTT
que quantifica a atividade mitocondrial pela formacdo do formazan a partir da
redugdo do anel tetrazdlico avaliando a viabilidade celular (LOBNER, 2000).

Outro ensaio correspondente é a técnica do vermelho neutro, que identifica as
células viaveis apds exposi¢cao da subtancia testada (WEYERMANN et.al., 2005).
Este ensaio € um indicador altamente sensivel, podendo ser utilizado para medir a
replicagéo celular, os efeitos citostaticos ou a morte celular (REPETTO et al., 2008).

O ensaio do oOxido nitrico também contribui na avaliagdo toxicoldgica, visto
que este é formado endogenamente e apresenta importante papel em doencas
inflamatorias. Adicionalmente, a presenga do oxigénio molecular pode reagir de
modo a formar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, comprometendo o DNA,
inibindo varias enzimas e iniciando a peroxidagao lipidica (GRISHAM et. al., 1999).

Da mesma forma, no estresse oxidativo caracterizado por alteracbes nos
sistemas pré-oxidante/antioxidante, prevalece o aumento na producao de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio também podem ser avaliados, como um
mecanismo de toxicidade (COSTA et al.,, 2013). A citotoxicidade proveniente dos
danos oxidativos comprometem para a abertura de poros, perda do potencial de
membrana e permeabilidade mitocondrial contribuindo para a morte celular
(PEREIRA et al., 2012).

A avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial também ¢é importante,
visto que esta organela exerce controle sobre o acumulo de Ca*' intracelular, a
respiragdo e também a sintese de ATP, de modo a garantir o adequado
funcionamento da célula (WARD et al., 2007).

133



Assim como a avaliacido da citotoxicidade é necessaria, os testes que avaliam
a genotoxicidade dos compostos contribuem nas analises visto que as impurezas
genotdxicas induzem mutagbes, quebras de cromossomos e oOu rearranjos
apresentando potencial para causar cancer (RAMAN et al., 2011).

O guia do ICH fornece orientagdes sobre estas substancias. Caso tenha sido
identificado um risco potencial, € necessario um rigoroso controle durante o
processo e também o desenvolvimento de metodologias analiticas para garantir os
niveis aceitaveis (ICH M7, 2014).

Até o momento, a literatura pesquisada ndo apresentou estudos de toxicidade
para as impurezas de sintese da sitagliptina e também da vildagliptina.

Para tanto, foram realizados os ensaios do MTT, vermelho neutro, espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, avaliagdo do 6xido nitrico, avaliagdo do potencial
de membrana mitocondrial e ensaio cometa nas impurezas 1, 2, 3, 4 e nos farmacos
sitagliptina e vildagliptina.

Os respectivos testes foram realizados em parceria com o laboratério de
toxicologia (LATOX) coordenado pela professora Solange Cristina Garcia na
UFRGS.
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7.2. IN VITRO TOXIC EVALUATION OF TWO GLIPTINS AND ITS MAIN DRUG
IMPURITIES OF SYNTHESIS

Abstract

The presence of impurities in drugs may compromise the safety and efficacy of
drug therapy and this qualification allow the evaluation data in order to establish the
biological safety. Therefore, the aim of this study was to assess the toxic potential of
sitagliptin, vildagliptin and their impurities in mouse fobroblast 3T3 cells and the
underlying mechanism of its cellular toxicity. Citotoxicity was observed in MTT assay
only for the impurity 4 of vildagliptin at 500 and 1000 yM. In neutral red uptake assay,
impurity 4 of vildagliptin was citotoxic at 1000 yM. ROS and RNS generation was
found at 1000 uM of sitagliptin and 10 uM of both vildagliptin impurities. DNA
damage, as measured by comet assay was not observed at the tested
concentrations. NO evaluation was found at 10 uM only for impurity 3 of vildagliptin

and impurities 1 and 2 did not present cytotoxicity.

Keywords: Sitagliptin phosphate, vildagliptin, drug impurities, cytotoxicity,

genotoxicity
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1. INTRODUCTION

Toxicity of drugs is one of main challenges for pharmaceutical industry and it
also contributes for failures in late-stage, increased cost and market withdrawals
(SEGALL and BARBER, 2014). Nowadays, besides the toxicity of compounds
present in drug formulations, attention has been driven to the presence of impurities
(BERNARDI et al., 2015; CODEVILLA et al., 2013; COSTA et al., 2014; EMERCE et
al., 2015; PAIM et al., 2013).

Impurities in pharmaceutical products correspond to undesirable chemicals
that remain in active ingredients or developed during formulation and also through
aging (ROY, 2002; NAGPAL et al, 2011).The presence of impurities is a significant
problem in the synthesis of new compounds, since this process occurs from starting
materials, solvents, intermediates and by-products (AHUJA, 2007).

Pharmacological and toxicological profile is responsible for safety of a drug
and for its adverse effects that can also be caused by the presence of impurities
present in pharmaceutical products. Therefore, it is necessary to monitor and control
impurities to ensure quality and safety of a drug (JAIN and BASNIWAL, 2013).

Regulatory units are attentive to this issue and have been searching different
strategies to ensure the quality and safety of pharmaceutical preparations (ICH-Q3A
(R2), 2006; ICH-Q3B (R2) 2006).According to ICH-Q3A (R2), there is reporting,
identification and qualification thresholds. The least corresponds to data acquisition
and evaluation process that determines biological safety for one impurity or a certain
profile of impurities at the level being considered safe (BASAK et al., 2007).

The thresholds for qualification of impurities are appropriate based in individual
drugs and it is important when exist evidence that some impurities in drugs or
therapeutic classes were related with adverse reactions in patients (ICH-Q3A (R2),
2006).

Toxicity tests are used to evaluate the potential of a chemical in causing
harmful effects in experimental systems. The research can be realized on the drug
product or substance containing impurities or isolated impurities can be analyzed
(BASAK et al., 2007). Among these deleterious effects, there is the possibility of
impurities to induce genetic mutations, breaks and/ or chromosomal rearrangements
presenting the potential to promote neoplastic alterations (ROBINSON, 2010;
RAMAN et al., 2011).The European Medicines Agency (EMEA) published a guide in
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2006 recommending that any genotoxic impurity should be identified concerning its
genotoxicity or wether its chemical structure is an alert for toxicity. It was also
adopted the concept of threshold of toxicological concern in which it establishes the
safe dose for all potential carcinogens, which corresponds to 15 pg per day
(ROBINSON, 2010; RAMAN et al., 2011; DOW et al., 2013).The ICH M7 official
guide determines the levels of impurities that are not carcinogenic and presents tests
that evaluate the mutagenic control present in active substance or final product in
order to ensure the safety and quality for the users (ICH M7, 2014).

At this moment, there are no studies reported in the literature about this
impurities toxicity. The aim of this work was to study the toxicity of the drugs
sitagliptin and vildagliptin and its main impurities of synthesis using mouse fibroblast
3T3 cell line as in vitro model. Cytotoxicity was evaluated through the MTT reduction
and neutral red (NR) uptake assays. Besides, some mechanisms such as oxidative
stress (reactive oxygen and nitrogen species production), inflammation (nitric oxide),

mitochondrial function, and genotoxicity were also evaluated.

1. MATERIAL AND METHODS

2.1 Chemicals

Sitagliptin phosphate reference standard (99.5%), vildagliptin reference
standard (99.5%) and 3-(trifluoromethyl)-5,6,7,8-tetrahydro-[1,2,4] triazolo [4,3-a]
pyrazine-HCI (99,3%) (impurity 1) were supplied by Sequoia Research Products
(Oxford, UK). O- benzylhydroxylamine hydrochloride (99.0%) (impurity 2), 2-
pyrrolidinecarboxamide (98.0%) (impurity 3) and 3-amino-1-adamantanol (96.0%)
(impurity 4) were supplied by Sigma-Aldrich (Brazil).

All chemicals were used as supplied. Stock solutions of sitagliptin, vildagliptin,
impurities 1, 2, 3 and 4 were made in purified water obtained by Millipore®. All stock

solutions were stored at -20 °C and freshly diluted on the day of the experiment.
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2.2 Cell culture

The 3T3 cell line was routinely cultured in 75 cm? flasks using DMEM
supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS), 100 U mL™" of
penicillin and 100 mg mL™" of streptomycin. Cells were maintained at 37 °C in a
humidified 5% CO,-95% air atmosphere. The cells were fed every 2-3 days, and sub-
cultured once 70-80% confluence was reached.

2.3 Cytotoxicity assays

The cytotoxicity was evaluated through the MTT reduction and NR uptake
assays. Cells were seeded at a density of 3000 cells per well in 96 well plates. Triton
X-100 1% was used as a positive control. Concentration-response curves were
obtained incubating the cells with 0.5 10— 50— 100— 500 and 1000.0 uM for 24 h at 37
°C.

2.4 MTT reduction assay

MTT reduction assay was performed as previously described (ARBO et. al.,
2014). After a 24 hours incubation of the cells with drugs and impurities, the medium
was removed and replaced by fresh medium containing 0.5 mg mL" MTT. The cells
were incubated at 37 °C for 2 h. After, the cell culture medium was removed and the
formed formazan crystals were dissolved in DMSO. The absorbance was measured
at 550 nm in a multi-well plate reader (SpectraMax M2e, SoftMax® Pro 5, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA). Results were graphically presented as percentage of
cell death vs concentration (uM). All drugs and impurities were tested in three
independent experiments with each concentration tested in three replicates within

each experiment.
2.5 Neutral red uptake assay

The assay was performed according to the OECD document 129 (OECD,
2010) and as previously described by ARBO et. al., 2014. At the end of the 24 h

incubation-time of the cells with drugs and impurities, the medium was replaced by
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new medium containing 50 pg mL™” NR and incubated at 37 °C for 3 h. After that, the
cells were lysed with a 50% ethanol: 1% glacial acid acetic solution (v/v). The
absorbance was measured at 540 nm in a multi-well plate reader. The percentage of
cell death relative to the control cells was used as the cytotoxicity measure. All drugs
were tested in three independent experiments with each concentration tested in three

replicates within each experiment.
2.6 Measurement of intracellular reactive oxygen and nitrogen species

The intracellular reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RNS) species
production was monitored by means of the DCFH-DA assay as previously described
(ARBO et. al., 2014). For this determination, cells were seeded at a density of 3000
cells per well in 96 well plates and allowed to grow for 24 h. On the day of the
experiment, the cells were pre-incubated with 10 mM DCFH-DA for 30 minutes at 37
°C in the dark. The cells were rinsed with PBS and incubated with drugs and
impurities at 10,— 100,, and 1000 uM for 24 h. Fluorescence was recorded on a
fluorescence microplate reader (SpectraMax M2e, SoftMax® Pro 5, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) set at 485 nm excitation and 530 nm emission.The
data obtained were calculated as the percentage of control conditions for each
experiment from at least three independent experiments with each concentration

tested in three replicates within each experiment.
2.7 Measurement of nitric oxide

Cells were seeded at a density 50,000 cells per well in 96 well plates and
allowed to grow for 24 h. Drugs and impurities were incubated at 10, 100, and 1000
MM for 24h at 37 °C. After the incubation time, 100 uL of supernatant was transferred
to another plate and 100 uL Griess reagent was added and the plate was incubated
at 37 °C. After 20 minutes incubation-time, the absorbance was measured at 540 nm
in a multi-well plate reader (SpectraMax M2e, SoftMax® Pro 5, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA).The data obtained were calculated as the percentage of control
conditions for each experiment from at least three independent experiments with
each concentration tested in three replicates within each experiment.
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2.8 Assessment of mitochondrial membrane potential (Aym)

Evaluation of mitochondrial integrity was performed by measuring tetramethyl
rhodamine ethyl ester (TMRE) inclusion as previously described (ARBO et al., 2014).
After 24 h of incubation at 37 °C, the medium was gently aspirated and the cells were
incubated with drugs and impurities at 10, 100, and 1000 pMfor 24 h. Medium was
substituted by 2 mM TMRE for 30 minutes at 37 °C in the dark. Afterwards, the
medium was gently aspirated and replaced by 0.2% BSA in HBSS. Fluorescence
was measured on a fluorescence microplate reader set to 544 nm excitation and 590
nm emission. The data obtained were calculated as the percentage of control
conditions for each experiment from at least three independent experiments with

each concentration tested in three replicates within each experiment.

2.9Comet assay

Cells were seeded in 12-well plates (Nest Biotech Co., Ltd, China) at a density
of 200,000 cells per well. After 24 hours, the medium was aspirated and cells were
incubated with drugs and impurities at 10, 100, and 1000 uM at 37 °C. After 24h
incubation-time, cells were harvested by trypsinization (0.05% trypsin/EDTA),
centrifuged (400xg, 5 min, 4°C).Cell pellets were resuspended in low-melting point
agarose (0.75%, 150 pL) and 60 uL aliquots were distributed on two slides coated
with 1% normal-melting agarose. Samples were incubated in lysis solution (2.5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris—HCI, distilled water, 10% DMSO and 1% Triton X-
100) at 4 °C for 24 hours in the dark. Slides were then incubated with alkaline
electrophoresis running buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA, pH 13) for 20 min at
4 °C before electrophoresis, carried out for 20 min at 25 V and 300 mA. After that, the
slides were neutralized with 0.4 M Tris-HCL for 15 min at dark. DNA was fixed by
immersing the slides in 70% ethanol for 15 min and in absolute ethanol for further 15
min and let it dry overnight. For microscopy analysis, the dried slides were stained
with gel red (20 ug/mL) and DNA migration was observed in at least 100 cells at 400x
magnification using a fluorescence microscope (Olympus, Japan) equipped with an
excitation filter of 510-550 nm connected to a camera. Images were evaluated by
Comet Score™ software, obtained from the public domain

(http://www.tritekcorp.com/products_cometscore.php). The percentage of DNA in the
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comet tail (% DNA in tail) was the DNA damage parameter evaluated to describe
comet formation (DOKTOROVOVA et al., 2014). Concurrently with the comet assay,
an extra and identical replicate comet slide was prepared, lysed, and immediately
fixed and stained without electrophoresis for evaluation of the cytotoxicity through the
low molecular weight (LMW) DNA diffusion assay (VASQUEZ, 2010).

2.10 Statistical analysis

Results are presented as mean t standard error of the mean (SEM) from at
least three independent experiments. Normality of the data distribution was assessed
by the Kolmogorov-Smirnov normality test. Significance was accepted at p<0.05.
Statistical comparisons between groups were performed by one-way ANOVA (when
followed normal distribution) or with the Kruskal-Wallis test (in case data distribution
was not normal). Details of the statistical analysis are provided in the text and legend
of the figures.

2. RESULTS

Cytotoxicity analysis was carried out by incubating the 3T3 cells with 0—1uM
of sitagliptin, vildagliptin and their impurities for 24 h. The results obtained in the MTT
reduction assay are presented in Figure 1. Based on the data, only impurity 4
presented a significant (p<0.001, ANOVA/Bonferroni) reduction on cell viability at 500
and 1000 pM.
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Figure 1. Cell viability evaluated by the MTT reduction assays in 3T3 cells; sitagliptin
- STG (a), impurity 1 — IP1 (b), impurity 2 — IP2 (c), vildagliptin - VLG (d), impurity 3 —
IP3 (e), impurity 4 — IP 4 (f). Results are expressed as mean + standard error of the
mean. Statistical analysis performed through ANOVA/Bonferroni (*p<0.05;

***p<0.001 versus control).

Interestingly, in the neutral red up-take assay (Figure 2), sitagliptin presented a
significant (p<0.001, ANOVA/Bonferroni) cytotoxicity at concentrations of 500 and
1000 pM. Besides, impurity 4 also showed significant (p<0.01, ANOVA/Bonferroni)
toxicity at the highest concentration (1000 pM), corroborating the results obtained

with MTT reduction assay.
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Figure 2. Cell viability evaluated by the neutral red uptake in 3T3 cells; sitagliptin -
STG (a), impurity 1 — IP1 (b), impurity 2 — IP2 (c), vildagliptin - VLG (a), impurity 3 —
IP3 (b), impurity 4 — IP 4 (c). Results are expressed as mean * standard error of the
mean. Statistical analysis performed through ANOVA/Bonferroni (**p<0.01; *** p
<0.001 versus control).

Figure 3 shows the results of the ROS and RNS production. A significant

(p<0.01, ANOVA/Bonferroni) increase in reactive species was observed at 1000 yM
sitagliptin, and at 10uM impurities 3 and 4.
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Figure 3. Results of the evaluation of reactive oxygen and nitrogen species in 3T3
cells after incubation with DCFH-DA. Sitagliptin - STG, impurity 1 — IP1, impurity 2 —
IP2, vildagliptin - VLG, impurity 3 — IP3, impurity 4 — IP 4. Results are expressed as
mean z standard error of the mean. Statistical analysis performed through
ANOVA/Bonferroni (* p <0.05; ** p <0.01 versus control).

As depicted in figure 4, impurity 3 at 10 uM presented a significant decrease in

NO levels after 24 hours incubation.
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Figure 4. Evaluation of nitric oxide levels in 3T3 cells 24 hours after incubation with
drugs and impurities. Sitagliptin - STG, impurity 1 — IP1, impurity 2 — IP2, vildagliptin -
VLG, impurity 3 — IP3, impurity 4 — IP 4. Results are expressed as mean * standard
error of the mean.Statistical analysis performed through ANOVA/Bonferroni (* p
<0.05; ** p <0.01 versus control).
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The evaluation of Aym contributes with important information about the
mitochondrial function and also about the physiological state of the cell (SILVA et al.,
2014). As shown in Figure 5, any significant alterations were found in Awym after 24h

incubations of 3T3 cells with drugs or impurities.
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Figure 5. Evaluation of mitochondrial membrane potential (Aym) in 3T3 cells
24 hours after incubation with drugs and impurities. Sitagliptin - STG, impurity 1 —
IP1, impurity 2 — IP2, vildagliptin - VLG, impurity 3 — IP3, impurity 4 — IP 4. Results
are expressed as mean * standard error of the mean. Statistical analysis performed
through ANOVA/Bonferroni.

The comet assay corresponds to the capacity of negatively charged fragments
of DNA to be extracted through an agarose gel in response to an electric field. It is a
rapid, sensitive and simple method for detecting DNA damage (KUMARAVEL et al.,
2009).The results obtained by alkaline comet assay indicate that neither drugs or
impurities elicited DNA breaks at the tested concentrations (figure 6). The results of
LMW DNA diffusion assay indicated that, under our experimental conditions, drugs

and impurities did not induce a significant cell death (figure 7).
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Figure 6. DNA damage in alkaline comet assay in 3T3 cells 24 hours after
incubation with drugs and impurities. Sitagliptin - STG, impurity 1 — IP1, impurity 2 —
IP2, vildagliptin - VLG, impurity 3 — IP3, impurity 4 — IP 4.Results expressed as mean
+ standard error of the mean. Statistical analysis performed through

ANOVA/Bonferroni.
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Figure 7. DNA damage in LMW DNA diffusion assay in 3T3 cells 24 hours
after incubation with drugs and impurities. Sitagliptin - STG, impurity 1 — IP1, impurity
2 — |IP2, vildagliptin - VLG, impurity 3 — IP3, impurity 4 — IP 4.Results expressed as
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mean z standard error of the mean. Statistical analysis performed through
ANOVA/Bonferroni.

3. DISCUSSION

Sitagliptin and vildagliptin are gliptins used for the treatment of diabetes
mellitus, they are well tolerated, with a low risk of hypoglycemia, they do not cause
weight gain, and the administration can be once a day (CHAHAL AND
CHOWDHURY, 2007).The safety of pharmaceutical products should be considered,
especially in chronic use where a daily accumulation of the impurity may compromise
the patient's health.The official guides recognize the importance of controlling drug
impurities in order to attend the human exposure to potential toxic impurities,
therefore it is important to perform toxicity tests.

As far as we know, this is the first study investigating the toxicity of sitagliptin
and vildagliptin, and their main impurities of synthesis. In this work, the cytotoxicity
was analysed through the MTT reduction assay, which evaluates the reduction of
MTT tetrazolium salt (soluble in water) to formazan MTT (water insoluble) by cellular
dehydrogenases within the metabolically active cells. This reduction occurs when
mitochondrial enzymes are active; correlating with the number of viable cells
(LOBNER, 2000). Moreover, the neutral red uptake assay, which is based on the
ability of the lysosomes of viable cells to incorporate the dye (REPETTO et al., 2008),
was also applied. Interestingly, results obtained by both tests generated slight
variations, probably due to the use of different methods. Cadmium chloride (CdCly)
cytotoxicity was evaluated in HepG2 cells by MTT reduction, neutral red uptake,
protein quantification, and LDH activity assays, in which MTT reduction demonstrated
to be more sensitive(FOTAKIS and TIMBRELL, 2006).In contrast, in our research,
neutral red uptake assay was more sensitive compared to the MTT for sitagliptin.
Among the impurities, impurity 4 of vildagliptin showed toxicity by both MTT and
neutral red assays.

Production of reactive species (ROS and RNS) was measured using DCFH-
DA fluorescent probe. This compound crosses cell membranes and it is
enzymatically hydrolyzed by intracellular esterases in dichlorodihydrofluorescein,
non-fluorescent (DCFH). In the presence of reactive species, this is oxidized to form
a fluorescent compound (DCF) (LEBEL et al., 1992). At high concentrations, ROS
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and RNS can cause damage to lipids, proteins, and DNA, compromising the function
of enzymes or transporters (COSTA et al., 2013; SILVA et al., 2014).Our results
indicated an increase in the ROS and RNS production at 1000 pM sitagliptin,
suggesting that oxidative stress plays an important role in the cytotoxicity observed
for sitagliptin in the same concentration. Increased reactive species were also
observed for 10 pM impurities 3 and 4. Considering that any cytotoxicity was
observed at the same concentration level, it could be supposed that compensatory
mechanisms could be activated to counteract the free radicals at higher
concentration levels.

In addition, reactive species also mediate the endogenous formation of NO,
which is related to chronic inflammatory diseases, playing an important role in the
pathophysiology of different inflammation models (GRISHAM et al., 1999).The
overproduction of NO from NO synthase and the activation of this enzyme by
macrophages contribute to inflammation, cancer and autoimmune disorders (LEE et
al., 2014).The results obtained for NO production indicated that drugs and impurities
do not elicit an inflammatory response in the cells. Interestingly, impurity 3 at 10 uM
seems to suppress NO levels, which also serves as a second messenger in some
pathways.

In cells, mitochondria play an important role in the normal function and it is a
regulator during the transition in cell death by both necrosis and apoptosis
(GRIFFTHS, 2000).The Aym is responsible for controlling the accumulation of Ca®*
in the mitochondrial matrix, respiration and also the synthesis of ATP (WARD et al.,
2007). Because it is crucial to maintain the physiological function of the respiratory
chain that generates ATP, changes in Aym compromise oxidative phosphorylation by
reducing cell energy inducing cell death (Silva et al., 2014).Our results indicated that
neither drugs or impurities seems to interfere with the mitochondrial function.

In the comet assay, the shape, size and amount of DNA in comets are
important for the test and correlate with the extent of DNA damage (KUMARAVEL et
al., 2009). Our results indicated that neither drugs or impurities induced DNA
breaksdue to genotoxicity (direct DNA damage) or cytotoxicity (DNA damage due to

necrosis or apoptosis.
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4. CONCLUSION

It was described, for the first time, the citotoxicity of sitagliptin, vildagliptin and
their chemical synthesis impurities in an in mouse fibroblast 3T3 cells. Sitagliptin
presented citotoxicity at 500 and 1000 uM and formation of ROS and RNS at 1000
MM. Moreover, except for impurity 4, the other impurities did not elicited significant
cytotoxicity. This study provides important information to ensure the safety and

quality of new drugs developed and also those already available in the market.
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8. DISCUSSAO GERAL

Face ao aumento na demanda em pesquisas pelo desenvolvimento de novos
medicamentos a partir de produtos naturais ou sintéticos, a preocupacao em relagao
a pureza e qualidade do medicamento desenvolvido torna-se essencial para garantia
e seguranga do individuo (RAHMAN et al., 2006). Para isso, € necessario garantir a
qualidade dos reagentes, solventes e materiais de partida utilizados durante a
sintese para posterior purificacdo e armazenamento da substancia desenvolvida
(RAHMAN et al., 2006; NAGPAL et al., 2011).

No intuito de garantir a seguranga dos produtos farmacéuticos, € importante
desenvolver metodologias analiticas que sejam capazes de identificar e quantificar a
menor quantidade possivel das impurezas presentes nos medicamentos (RAHMAN
et al., 2006; AHUJA, 2007; NAGPAL et al., 2011).

Dependendo da caracteristica e estrutura quimica das impurezas identificadas,
de acordo com potenciais alertas estruturais ja identificados na literatura, torna-se

necessaria a realizacao de testes toxicoldégicos (RAHMAN et al., 2006).

Os testes de caracterizagao para os farmacos utilizados como referéncia neste
estudo encontram-se apresentados em literaturas anteriores, ja que estes
compostos foram adquiridos do mesmo fornecedor e previamente analisados.
(LANGE, 2013; BARDEN, 2014).

Os ensaios para caracterizagao das impurezas do fosfato de sitagliptina e da
vildagliptina, utilizadas como referéncias nos estudos foram realizadas por analise
térmica, por calorimetria exploratoria diferencial (DSC), espectrofotometria na regiao
do infravermelho (IV), espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) e

espectrometria de massas (MS).

A partir dos resultados encontrados na técnica por DSC, todos os compostos
analisados apresentaram termogramas com picos largos e faixa de fusdo indefinida.
Este fenbmeno pode ser decorrente de uma possivel degradagdo das subtancias
analisadas durante o processo de fusao ou devido a presenca de polimorfos, o que
dificulta sua utilizacdo como ferramenta analitica alternativa para caracterizacao

destes analitos no processo de identificagao e pureza.
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A espectroscopia na regiao do IV € uma técnica util na identificagéo e elucidagao
estrutural de substancias organicas, auxiliando na determinagdo de pureza e
quantificacédo, sendo util para identificar e caracterizar estruturas complexas (LOPES
e FASCIO, 2004). Através dos espectros de absorgdo na regido do IV obtidos no
presente estudo foi possivel a identificacdo dos principais grupos funcionais
caracteristicos de cada composto analisado, com base na literatura pesquisada para
avaliagao dos resultados.

A espectrometria de massas é uma técnica adequada tanto na analise de
compostos conhecidos, quanto para compostos cuja estrutura seja completamente
desconhecida (SILVERSTEIN, 2013). Os resultados obtidos permitiram a
identificacdo dos compostos analisados através da verificacdo do padrdo de

fragmentagao e da respectiva massa molecular.

A espectrofotometria na regido do UV é muito utilizada como prova de
identificagdo em diversas monografias, sendo adequada em comparagdo com
padrées de referéncia (FARMACOPEIA, 2010). Os espectros de absorcao obtidos
das impurezas 1 e 2 do fosfato de sitagliptina na regido em 207 nm apresentam

elevada absorcao, sendo de perfil semelhante ao farmaco.

Trabalhos anteriores utilizaram este mesmo comprimento de onda em estudos
da cinética de degradagao do fosfato de sitagliptina por eletroforese capilar (LANGE,
et al., 2012b). Outra pesquisa realizou testes indicativos de estabilidade por CLAE
neste mesmo comprimento de onda. Com o objetivo de tentar reproduzir a
metodologia reportada na literatura, utilizando CLAE, optou-se por utilizar o
comprimento de onda de 207 nm para avaliagdo das impurezas (LANGE, et al.,
2012a).

Baseado em pesquisas anteriores para analise por CLAE do fosfato de
sitagliptina e suas respectivas impurezas, foram realizados testes em coluna C8,
agua adicionada de 0,3% de trietilamina, pH ajustado para 4,0 e acetonitrila (75:25

v/v), como fase movel.

Nestas condigdes, tanto a sitagliptina quanto as impurezas foram detectadas em
tempos de retengdo muito préximos, sem adequada resolugdo cromatografica.
Alteracbes no pH e nas proporgbes da fase movel ndo forneceram resultados
diferentes.
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Em etapa subsequiente, foi utilizada coluna C18 nas mesmas condicdes
cromatograficas testadas anteriormente. Por ser uma coluna mais apolar em
comparacao a C8, verificou-se que as impurezas n&o interagiram com a coluna. A
modificacdo da fase modvel para agua contendo 0,1% de &cido férmico (pH 3,5) e
acetonitrila, ndo demonstrou melhoria na separacido dos analitos e 0os mesmos

eluiram em igual tempo de retencgéo.

Na cromatografia em fase reversa, os analitos sdo mais polares e a fase
estacionaria utilizada corresponde as colunas apolares. Desta forma, decidiu-se
utilizar coluna fenil, pois esta possui maior polaridade em comparacao as colunas C8
e C18. A fase movel utilizada foi composta por agua com 0,1% de acido formico e
acetonitrila. Realizando alteracdes nas proporgdes da fase movel, a melhor condigcéo
encontrada foi 60% de fase aquosa, obtendo-se a resolugdo adequada entre o

farmaco e suas impurezas como pode ser observado na figura 2 do capitulo Il.

Reduzindo a concentracdo de acido férmico para 0,05%, observou-se menor
ruido na linha de base. Portanto, a condi¢ao ideal para separagédo da sitagliptina e
suas impurezas foi utilizando coluna XBridge™ fenil (250 mm X 4.6 mm d.i., 5 um)
com eluigéo isocratica, a fase mével compreende agua com 0,05% de acido férmico:
acetonitrila (60:40, v/v), vazdo de 1,0 mL/min e detec¢do em 207 nm. Por meio desta

metodologia, foi possivel alcangar melhoria na resolugédo e numero de pratos.

A Tabela 3 do capitulo Il demonstra os valores encontrados para a sitagliptina e
as impurezas 1 e 2 em relacdo aos parametros de adequabilidade do sistema. A
partir dos resultados obtidos, observa-se que esses estdo adequados frente as
dificuldades encontradas para analisar pequenas quantidades de amostras e,
também, por ser um farmaco recente no mercado, onde sdo poucos os estudos

relacionados as impurezas.

Durante a validacdo da metodologia analitica, a pureza do pico foi
constantemente verificada mostrando ndo haver interferentes na quantificagdo dos

compostos de interesse.

De acordo com os resultados obtidos e avaliando-se os parametros de
validacgao, foi possivel confirmar que o método desenvolvido por CLAE e deteccao

UV foi validado adequadamente colaborando para analise nos laboratérios de
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controle de qualidade na industria farmacéutica para o farmaco sitagliptina e suas

respectivas impurezas.

Apesar da necessidade em utilizar a menor concentracdo de impurezas para
detecgcao, onde os valores analisados foram sempre muito proximos ao limite de
quantificacao, os resultados obtidos foram amplamente satisfatorios, visto que estao
muito semelhantes ao DPR encontrado tanto para a sitagliptina quanto em outros
trabalhos que utilizaram diferentes metodologias para validagdo do farmaco, na
presenga de produtos de degradagao, ou até mesmo junto com outros ativos (EL-
BAGARY et al., 2011; LANGE, 2013; PERAMAN et al., 2013; RAMALINGAM et al.,
2014).

Além da sitagliptina, existem outros farmacos que pertencem a classe das
gliptinas e também necessitam de estudos referentes a avaliagdo de impurezas de
modo a garantir a qualidade e seguranga na terapia medicamentosa. Dentre as
op¢des comercialmente disponiveis e que apresentam poucos estudos relacionados
ao assunto esta a vildagliptina. Desta forma, o presente trabalho também avaliou a

vildagliptina e suas principais impurezas de sintese (1 e 2).

Os espectros de absorgado das impurezas 1 e 2 da vildagliptina mostram que
estes ndo apresentam absorcdo adequada mesmo em comprimento de onda
menores na faixa analisada. Ainda assim, testes preliminares em CLAE
convencional acoplada a deteccdo em ultravioleta (DAD) foram executados, em
razao de representar a técnica mais comumente utilizada nas industrias e na

comunidade académica, de facil manuseio e interpretagcado dos resultados.

Baseando-se em trabalhos anteriores, foi utilizado 207 nm como comprimento de
onda e utilizagdo das mesmas condi¢gbes da técnica da literatura (BARDEN et al.,
2012).

Utilizando coluna C8 e metanol ou acetonitrila como solvente orgéanico, agua
(0,3% de trietilamina), bem como variagdes na vazéo, pH e proporgbes na fase
movel, ndo resultaram em retencdo adequada da impureza 2 na coluna. O uso do
acetato de aménia 2 mM na fase mével, utilizado na literatura pesquisada, ndo gerou
resultados satisfatérios (ARAUJO et al., 2014).

As colunas C18 e ciano foram testadas variando as condi¢cdes anteriores na fase

movel, porém igualmente ndo forneceram resultados satisfatorios. Posteriormente,
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testou-se coluna XBridge™ fenil (250 mm X 4.6 mm d.i., 5 pm), onde a condicdo
ideal foi eluigdo isocratica com fase mdvel composta por agua com 0,1% de acido
férmico: acetonitrila (40:60 v/v), vazado de 1,0 mL/min e detecgdo em 207 nm. Foram
detectadas a impureza 1 e a vildagliptina, porém, a impureza 2 nao foi detectada,
havendo necessidade de utilizar uma ferramenta analitica com maior sensibilidade
para detecgao de todos analitos. Desta forma, optou-se por testar as impurezas e a
vildagliptina utilizando CLUE MS/MS, visto que corresponde a uma ferramenta
analitica altamente sensivel capaz de selecionar a massa exata do composto de
interesse de forma a contribuir nas analises de impurezas ja que estao presentes em
pequenas quantidades e podem comprometer no sucesso da terapia
medicamentosa (GUMUSTAS et al.,, 2013; MAGUIGAD et al., 2008; SWARTZ,
2005).

As analises neste equipamento foram, primeiramente, realizadas utilizando
coluna fenil para fase estacionaria e fase movel composta de agua e acetonitrila.
Foram também realizados testes em coluna amida, C8 e C18 com varia¢des na fase

movel, modo gradiente ou isocratico, vazao e temperatura da coluna.

Utilizando coluna C8, solugdo aquosa com acido féormico 0,1% e a fase organica
composta de metanol com 0,1% de acido férmico e modo gradiente, obteve-se a
metodologia mais adequada.

A temperatura da coluna foi mantida em 35 °C, com vazao de 0,3 mL/min. O

modo gradiente foi composto por 0/100, 2/80, 3/0 (tempo: % solugdo aquosa).

Visto que a metodologia aplicada apresentou melhor reprodutibilidade, ficaram
estabelecidas as condi¢cbes dos ensaios para execugao da validacdo analitica de
acordo com os guias nacionais e internacionais (BRASIL, 2003; ICH-Q2(R1), 2005).

De acordo com a seletividade observou-se que os analitos de interesse foram
separados sem a interferéncia dos excipientes da formulagdo, mostrando-se seletivo

para a finalidade pretendida de acordo com o observado na figura 5 do capitulo Il

Os limites de deteccao e quantificacdo foram obtidos experimentalmente por
meio da analise de diluicdes sucessivas das amostras observando a relagdo sinal x
ruido. Os valores encontrados mostraram que a vildagliptina apresentou maior

sensibilidade seguida da impureza 2, e posteriormente, a impureza 1.
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E importante salientar que o limite de quantificacdo para as impurezas seja
menor que o limite de notificacdo descrito pelas agéncias regulatorias, pois garantem
que o método utilizado é capaz de cumpir com seu objetivo. A partir da metodologia
desenvolvida, foram obtidos os valores desejados garantindo com o propdsito
(BRASIL, 2003; ICH-Q2(R1), 2005).

A avaliacdo da linearidade foi realizada pela analise da correlacédo entre as
concentracdes dos analitos e suas respectivas areas de acordo com a tabela 1 do
capitulo Ill. A equagao da reta foi determinada pelo estudo de regressao linear pelo
método dos minimos quadrados de modo a confirmar a correlagdo entre as
concentracbes dos analitos e suas respectivas areas. Através da ANOVA foi

possivel confirmar a regressao linear e ndo ha desvio da linearidade.

O DPR encontrado para a precisdo intradia das substancias analisadas foi
inferior a 3% e na precisao interdia inferior a 5%. Da mesma forma, a exatidao e a
robustez do método mostraram-se adequados para a finalidade pretendida estando
de acordo com os guias oficiais. Trabalhos anteriores, somente desenvolveram
metodologia analitica na presenga da impureza 2, apresentada no capitulo Ill, sem a
realizacao de testes que possibilitassem sua quantificagdo. Desta forma, a presente
pesquisa permite a identificagdo e quantificacdo de duas principais impurezas de
sintese (EL-BAGARY et al., 2011; EL-BAGARY et al., 2016).

Além do desenvolvimento de metodologia analitica para detecgdo e
quantificacdo das impurezas dos medicamentos, € necessario conhecer a toxicidade
destas substancias que pode ser realizada avaliando as impurezas isoladamente ou
na presenca do farmaco (BASAK et al., 2007; ICH-Q3A (R2), 2006; ICH-Q3B (R2)
2006; ICH M7, 2014).

Deste modo, a avaliagéo toxicologica in vitro de compostos quimicos é uma
area de interesse tanto da industria quanto das autoridades reguladoras, visto que é
essencial para garantir o sucesso no desenvolvimento de novos farmacos ja que
compromete a qualidade e seguranga do produto final (POHJALA et al., 2007). No

presente estudo, a citotoxicidade foi avaliada utilizando células de fibroblastos, 3T3.

Os ensaios de viabilidade celular auxiliam para prever a toxicidade aguda de
compostos baseado no numero de células, morfologia e atividade metabdlica
(POHJALA et al., 2007).
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Dentre os testes de viabilidade celular existentes, foram realizados o ensaio
do MTT e vermelho neutro. Na avaliagdo do MTT verificou-se que a impureza 4 da
vildagliptina mostrou citotoxicidade em algumas das concentragdes testadas (500 e
1000 pM).

No ensaio do vermelho neutro, a vildagliptina ndo apresentou citotoxicidade e
a sitagliptina mostrou-se téxica nas duas maiores concentragdes avaliadas (500 e

1000 puM), assim como a impureza 4 na concentragédo de 1000 uM.

Estas variagdes nos resultados dos ensaios podem ser explicadas em virtude
dos mecanismos reacionais serem diferentes, fato observado em outras literaturas
pesquisadas (FOTAKIS e TIMBRELL, 2006; ARBO et al., 2014; ARBO et al., 2015).

Sabe-se, também, que o aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio comprometem o organismo devido aos danos gerados em funcdo do
aumento de radicais livres ou na redugdo das respostas antioxidantes (MACEDO et
al., 2010).

Desta forma, o sistema imune controla as respostas inflamatdrias resultantes
do dano das fungdes celulares ou por infeccbes de microrganismos. Diversas
patologias, como desordens vasculares, artrite, cancer e diabetes tipo 2 estédo

envolvidas em reagdes inflamatérias (LEE et al., 2014).

A produgado de radicais hidroxila a partir do perdxido de hidrogénio ativa
fatores envolvidos no estimulo da resposta inflamatéria assim, como outros radicais

que modulam a expressédo de mediadores pré-inflamatérios (MACEDO et al., 2010).

A partir do ensaio de ROS e RNS observou-se que a sitagliptina (1000 uM) e

as impurezas 3 (10 uM) e 4 (10 uM) apresentaram citotoxicidade.

De maneira complementar, o 6xido nitrico € uma molécula imunomoduladora
que regula varias fungbes dos linfocitos, macrofagos e leucécitos
polimorfonucleares. Testes demonstraram que, quando o NO interage com anions
superoéxidos formando peroxinitrito, geram dano tecidual nas células endoteliais nos
sitios de inflamacdo (MACEDO et al., 2010).
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No intuito de avaliar a resposta inflamatdria nas células, foi realizado o teste
do NO utilizando reagente de Griess. Neste ensaio, somente a impureza 3 na
concentragdo de 10 uM apresentou diferenca significativa em comparagdo ao
controle. As demais impurezas e os farmacos nao induziram resposta inflamatoria

nas células.

A mitocdndria exerce importante funcdo nas células e mudangas no
potencial de membrana mitocondrial fazem parte da transicdo entre vida e morte
celular, onde estudos contribuem na compreensdo deste processo (GRIFFITHS,
2000).

O potencial de membrana mitocondrial € altamente negativo (- 180 mV), em
funcao do gradiente quimiosmaético de prétons no interior da membrana mitocondrial,

que é usado para sintetizar ATP pela cadeia respiratéria (GRIFFITHS, 2000).

Algumas condigbes, como espécies reativas de oxigénio, deplecédo de ATP,
captacdo excessiva de Ca?* pela mitocondria influenciam na transicdo da membrana
mitocondrial, onde a abertura de poros na membrana compromete o potencial
influenciando na sintese de ATP com dano celular (GRIFFITHS, 2000).

Da mesma forma, as impurezas com potencial genotoxico podem induzir
mutagdes genéticas, quebras e/ ou rearranjos cromossémicos capaz de promover
alteracdes neoplasicas (ROBINSON, 2010; RAMAN et al., 2011). De acordo com o
guia oficial do ICH M7 sao apresentadas opgbes de ensaios que podem ser
realizados para a avaliagdo do controle mutagénico e também determina os niveis
de impurezas permitidos de modo a garantir a seguranga e qualidade das
formulacgdes (ICH M7, 2014).

A realizagao do teste cometa indicou que tanto os farmacos, sitagliptina e
vildagliptina, quanto as respectivas impurezas de sintese ndo induziram a ocorréncia
de dano ao DNA (dano direto do DNA) ou citotoxicidade (dano do DNA por necrose

ou apoptose).

Até o momento, nao sio relatados estudos de toxicidade para as impurezas

1, 2, 3 e 4 dos farmacos estudados nesta pesquisa. Portanto, os resultados obtidos
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contribuem para a compreensdo e avaliagdo da seguranga destes compostos,

visando a garantia da qualidade e seguranga no dmbito farmacéutico.
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9. CONCLUSOES

A caracterizagdo das SQR das impurezas de sintese da sitagliptina e da
vildagliptina através das técnicas de espectrofotometria na regido do
infravermelho, espectrometria de massas e espectrofotometria na regidao do

ultravioleta permitiu conformar a identidade das substancias;

O meétodo analitico desenvolvido por CLAE foi validada para a quantificacéo
da sitagliptina e as respectivas impurezas de sintese demonstrou ter
adequada especificidade, linearidade, sensibilidade, precisdo, exatidao e

robustez;

A metodologia analitica desenvolvida por CLUE foi validada para a
quantificacdo da vildagliptina e as duas impurezas de sintese demonstrando

ser especifico, linear, sensivel, preciso, exato e robusto;

A avaliacao da citotoxicidade realizada através do ensaio do MTT demonstrou
que somente a impureza 4 da vildagliptina apresentou toxicidade nas

concentracdes de 500 e 1000 uM,;

O teste de viabilidade celular realizado por meio do ensaio do vermelho
neutro demonstrou que a sitagliptina nas concentragdes de 500 e 1000 uM e

a impureza 4 na concentracdo de 1000 uM apresentaram toxicidade;

A avaliacdo de RNS e ROS verificou que a sitagliptina na concentragao de
1000 uM e as impurezas 3 e 4 na concentracdo de 10 uM apresentaram

citotoxicidade;

O ensaio do oOxido nitrito demonstrou que somente a impureza 3 na

concentragédo de 10 uM apresentou citotoxicidade;

No teste do potencial de membrana mitocondrial nenhuma das substancias
testadas apresentrou resultado significativamente diferente do valor de

controle;

O ensaio cometa verificou que tanto a sitagliptina e vildagliptina quanto as
respectivas impurezas nao apresentaram genotoxicidade nas concentragdes

testadas.
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