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RESUMO

Os inibidores da dipeptidil peptidase (DPP-4), também comumente chamados de
gliptinas, apresentam-se como uma nova classe de substancias ativas para o
tratamento do diabetes melittus tipo 2. O fosfato de sitagliptina (STG) é o primeiro
farmaco desta classe terapéutica que age inibindo a DPP-4, uma enzima que exerce
importante papel no controle da glicemia. A literatura pesquisada apresenta poucos
estudos sobre a determinacao quantitativa e estudos de estabilidade deste farmaco
na forma farmacéutica comprimido revestido. Desse modo, o objetivo deste trabalho
foi desenvolver e validar métodos analiticos para a determinagao da sitagliptina em
comprimidos revestidos, assim como, realizar o estudo de estabilidade. Analises por
calorimetria exploratéria de varredura (DSC), determinacao da faixa de fusao e
espectrofotometria na regido do infravermelho, espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear foram realizadas a fim de caracterizar a substancia
quimica utilizada como referéncia neste estudo. Métodos por cromatografia em
camada delgada, espectrofotometria na regiao do UV, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC) foram utilizados para a analise
qualitativa do farmaco. A determinacido quantitativa da STG foi realizada por CLAE e
EC, métodos que foram validados de acordo com os cddigos oficiais vigentes. O
ensaio de dissolugao foi desenvolvido e validado empregando tampao fosfato pH 6,8
e pas a 50 rpm. Nesta etapa do estudo, buscou-se condicbes de ensaio que
favorecessem uma possivel correlagdo com os dados in-vivo. Além disso, o trabalho
apresenta o estudo da estabilidade da STG com isolamento e identificacdo de dois
produtos de degradacdo majoritarios formados em condi¢des acidas. A identificacao
dos produtos de degradacao maijoritarios foi realizada por cromatografia liquida de

ultra - performance (UPLC) acoplado a espectrometria de massas (EM).

PALAVRAS-CHAVES: Fosfato de sitagliptina; Cromatografia liquida de alta
eficiéncia; Eletroforese capilar; Ensaio de dissolugcdo; Espectrometria de massas;
Estudo da estabilidade.
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ABSTRACT

Dipeptidyl peptidase (DPP-4), also commonly called gliptins, presents as a new class
of active substances for the treatment of diabetes mellitus type 2. The sitagliptin
phosphate (STG) is the first drug in this therapeutic class that acts by inhibiting
DPP-4, an enzyme that plays an important role in controlling blood glucose. The
literature shows few studies on quantitative determination and stability studies of the
drug in dosage form coated tablet. Thus, the objective of this study was to develop
and validate analytical methods for the determination of sitagliptin in tablets, as well
as, perform the stability study. Analysis by differential scanning calorimetry (DSC),
determination of the melting range, infrared spectroscopy (IV), mass spectrometry
(MS) and nuclear magnetic resonance (RMN), were carried out to characterize the
chemical used as the reference in this study. Methods by thin layer chromatography,
UV spectrophotometry, high performance liquid chromatography (HPLC) and
capillary electrophoresis (CE) were used for the qualitative analysis of the drug.
Quantitative determination of the STG was performed by HPLC and CE methods that
have been validated according to the current official codes. The dissolution test was
developed and validated using pH 6.8 phosphate buffer and paddle at 50 rpm. At this
stage of the study, was sought test conditions that favored a possible correlation with
in vivo data. Furthermore, the study shows the stability of STG with isolation and
identification of two degradation products majority formed in acidic conditions.
Identification of degradation products was performed by a majority of ultra -
performance liquid chromatography performance (UPLC) coupled with mass

spectrometry (MS).

KEYWORDS: sitagliptin phosphate, high performance liquid chromatography,

capillary electrophoresis; dissolution test; mass spectrometry; stability studies
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1. INTRODUGAO







INTRODUCAO

O Diabetes Melittus (DM) € uma patologia de etiologia multipla, decorrente
da secrecao inadequada de insulina ou da incapacidade da mesma em exercer
adequadamente sua fungdo (SILVA, 2001). Esta patologia constitui um grave
problema de saude publica, devido a sua alta frequéncia na populacido, suas
complicagbes, altos custos financeiros e sociais envolvidos no tratamento e

deterioracédo significativa da qualidade de vida (PERES, 2006).

O DM é uma das principais causas de morbimortalidade em sociedades
ocidentais. Sua prevaléncia aumenta com a idade, embora venha se tornando
importante inclusive na adolescéncia. Apesar de politicas mundiais como “Saude
para Todos” e reformas setoriais dos sistemas de saude, o diabetes continua a
representar um desafio para governos e sociedades, em razdo da carga de
sofrimento, incapacidade, perda de produtividade e morte prematura que provoca
(ROSA e SHIMIDT, 2008).

Cerca de 371 milhdes de pessoas no mundo tém diabetes, de acordo com
os ultimos dados do International Diabetes Federation (IDF), sendo que o DM tipo
2 pode ser cerca de 9 vezes mais comum que o tipo 1 (IDF, 2013). Alguns
estudos mais recentes apontam para a presenca de 12 milhdes de pessoas com
diabetes no Brasil, dos quais 50% desconhecem que tem a doenca. Em 1988,
quando foi publicado o primeiro censo sobre a prevaléncia no Brasil, este nimero
era de 7 milhdes (SBD, 2013).

Os inibidores da dipeptidil peptidase (DPP-4), também comumente
chamados gliptinas, apresentam-se como uma nova classe de farmacos, para o
tratamento do DM tipo 2 (BARNETT, 2009).

O fosfato de sitagliptina (STG) (Figura 1) é o primeiro farmaco desta nova
classe terapéutica que age inibindo a DPP-4, uma enzima que exerce importante
papel no diabetes tipo 2, visto que melhora a acdo das incretinas. Estes
horménios atuam de modo fisiolégico para manter os niveis normais de glicose no
sangue, estimulando a producdo de insulina pelo pancreas e diminuindo a
producao de glicose pelo figado (TAHRANI et al., 2010).

A STG, que pode ser administrada apenas uma vez ao dia, aumenta a

capacidade do organismo de reduzir os niveis de glicose no sangue (MSD, 2013).
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Figura 1.1. Estrutura quimica do fosfato de sitagliptina

A STG foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA), pelo European
Medicines Agency (EMEA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), em 2006, para o tratamento do DM do tipo 2 em pacientes que nao
conseguem atingir o controle glicémico com dieta e exercicio fisico (LAMBEIR et al.,
2008; ANVISA, 2013).

No Brasil, este farmaco é comercializado com o nome de Januvia®, sob forma
de comprimidos revestidos contendo 25 mg, 50 mg e 100 mg de sitagliptina. O
desenvolvimento e a comercializagdo do produto sdo de responsabilidade da
industria Merk Sharp & Dohme Farmacéutica Ltda (MSD, 2013).

Embora haja um numero crescente de trabalhos descrevendo a determinacao
quantitativa da STG em fluidos biolégicos e na forma farmacéutica por diversos
métodos, este farmaco ainda nao possui monografia em nenhuma farmacopéia,
nacional e/ou internacional. Face ao exposto, justifica-se desenvolver e validar
diferentes métodos, inovadores e exequiveis, para avaliar a qualidade da STG na

forma farmacéutica, assim como, estudar a estabilidade dessa substancia ativa.
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver e validar metodologia analitica para a caracterizacdo e

determinagdo quantitativa do fosfato de sitagliptina em comprimidos revestidos,

desenvolver e validar método de dissolucdo, bem como conduzir estudo de

estabilidade para posterior isolamento e elucidagao do(s) eventual(is) produto(s) de

degradacao maijoritario(s) formado(s).

2.2. Objetivos Especificos

Caracterizar a substancia quimica de referéncia através das técnicas de
calorimetria diferencial de varredura (DSC), espectroscopia na regido do
infravermelho (1V), espectrometria de massas (MS) e ressonéncia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN "H);

Desenvolver método por cromatografia em camada delgada (CCD),
espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC) para identificacdo da STG na

formulagao farmacéutica comprimidos revestidos;

Desenvolver e validar métodos quantitativos para analise da STG na forma
farmacéutica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese
capilar (EC);

Desenvolver e validar método de dissolugéo para os comprimidos revestidos

contendo fosfato de sitagliptina;
Realizar anélise estatistica comparativa entre os métodos propostos;

Avaliar a estabilidade preliminar da STG frente a hidrélise acida e basica,

oxidacao, temperatura e luz;

Isolar e elucidar o(s) eventual(is) produto(s) de degradagao majoritarios(s) por

técnicas cromatograficas e espectrométricas, respectivamente.
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3.1. Aspectos Gerais

Diabetes € uma doenca crdnica que ocorre quando o pancreas nao produz
insulina suficiente ou quando o corpo nao pode utilizar eficazmente a insulina que foi
produzida. Hiperglicemia é um efeito comum da diabetes descontrolada. Ao longo do
tempo, o diabetes pode gerar consequéncias graves, levando a danos cardiacos,

vasculares, visuais e também renais (WHO, 2013).

Existem dois tipos de diabetes: tipos 1 e 2. No caso do diabetes tipo 1, o
paciente é insulino-dependente, isto €, ndo produz insulina e precisa receber a
insulina para manter os niveis adequados de glicose no sangue. No diabetes tipo 2,
0 mais comum, o paciente produz insulina em quantidades insuficientes e/ou o
organismo desenvolve resisténcia aos efeitos da insulina: o resultado € um déficit
relativo de insulina (MSD, 2013). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes, no
Brasil, dentre os pacientes que tém diabetes, 90% tém diabetes tipo 2 e 10% tém
diabetes tipo 1, seguindo a mesma relacdo mundial descrita pelo International

Diabetes Federation.

Os principais sintomas associados ao diabetes melittus (DM) tipo 2 s&o:
diurese, perda de peso, sede excessiva, aumento do apetite, cansacgo, infeccoes
frequentes, alteragéo visual (visdo embacgada), dificuldade na cicatrizagéo de feridas,

formigamento nos pés e furunculose (SBD, 2013).

Embora tipicamente associada com a idade avancada, o DM tipo 2 esta
sendo diagnosticado também em criangas e adolescentes (ADA, 2013). Sabe-se que
esta patologia possui um fator hereditario maior do que a encontrada para o diabetes
tipo 1. Além disso, ha uma grande relagdo com a obesidade e o sedentarismo.

Estudos mostram que 60 a 90% dos portadores da doenga sao obesos (SBD, 2013).

Segundo o World Health Report (WHO), até o ano de 2010, mais de 285
milhdes de pessoas em todo o mundo viviam com o diabetes (Figura 3.1).
Estimativas mostram que o numero de casos pode aumentar até 438 milhdes, em
2030.
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EVOLU(}E\O DO DIABETES NO MUNDO (2000 - 2030)
Crescimento mundial previsto de 114% (171 milhdes a 366 milhdes)

18,2
+160%

Populagac diabética em 2030

Populagao diabética em 2000
% Crescimento

World Health Organization. Diabetes programme. Facts and figures. Pravalence data.
hitp:ffwww.intidiabetesfactsiword_figuresfen’.

Figura 3.1. Prevaléncia estimada de diabetes melittus no mundo (Fonte WHO,
2011).

No tratamento do DM tipo 2 €& preciso utilizar medicamentos orais e,
dependendo do caso, uma combinagdo destes com a insulina (SBD, 2013). Varias
classes de agentes farmacoldgicos estdo disponiveis para reduzir os niveis de

glicose no sangue, e estes fazem uso de diferentes mecanismos de agéo.

Os medicamentos orais disponiveis para o controle da glicemia incluem a
metformina, do grupo das biguanidas, as sulfoniluréias, metiglinidas, glitazonas,
também chamadas tiazolidinedionas e também os inibidores da alfa-glucosidase
(BRANCHTEIN e MATOS, 2004). Mais recentemente, novos farmacos surgiram,
como é o caso da exenatida, que mimetiza a acao das incretinas intestinais, a
pramlintida, que mimetiza a agdo da amilina produzida no pancreas e a sitagliptina,

que antagoniza a degradacao das incretinas.

Os conhecimentos cientificos sobre o diabetes e seu tratamento certamente
tém evoluido para patamares cada vez mais esclarecedores. Entretanto, ainda hoje,
permanecem desafios que dificultam o manejo dos pacientes com diabetes. Todos
esses elementos, aliados ao fato de que ainda nao se dispde do hipoglicemiante

ideal, abrem a perspectiva de importantes conquistas terapéuticas com o advento de
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novas classes de medicamentos, a exemplo dos inibidores da DPP-4 (ABRAN,
2009; SBD, 2013).

Os inibidores da DDP-4 tém como principais representantes a sitagliptina,
saxagliptina, vildagliptina e, mais recentemente, a alogliptina e a linagliptina. Estes
farmacos sao inibidores competitivos com alta afinidade para a DPP-4. Em
humanos, as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, eficacia,
seguranga e tolerabilidade foram avaliados em varios estudos clinicos, no entanto, o
banco de dados mais abundante esta disponivel somente para sitagliptina e
vildagliptina (AHREN, 2008; THORNBERRY e GALLWITZ, 2009).

3.2. Atividade Hipoglicemiante

O mecanismo de agdo da STG é distinto em relagcdo a outras classes
atualmente disponiveis no mercado, tendo varios diferenciais em relacdo aos

conhecidos hipoglicemiantes orais:

. Tem melhor perfil de tolerabilidade, isto €, menos efeitos adversos, tais
como, aumento de peso e hipoglicemia (niveis muito baixos de glicose no sangue),

um sintoma comum com outros medicamentos para diabetes (MSD, 2013);

. Tem a vantagem de ser um medicamento oral, para administracdo em
dose unica diaria, que pode ser tomado a qualquer momento do dia e ndo somente
guando os niveis de glicose estdo altos (THORNBERRY e GALLWITZ, 2009; MSD,
2013).

3.3. Indicagoes

A STG ¢ indicada para manter o controle glicémico em pacientes com DM
tipo 2. Ela pode ser utilizada em monoterapia, para pacientes com DM tipo 2 nao
controlada, ou seja, quando a dieta e o exercicio fisico isoladamente ndo s&o
eficazes e a administracao de metformina é inapropriada devido a contra-indicacoes
ou intolerancia (FDA, 2011).
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Em terapéutica oral dupla, quando a STG ¢é associada a metformina. Nesses
casos a dieta e o exercicio fisico, associados a metformina em monoterapia, nao

proporcionam um adequado controle da glicemia (FDA, 2011).

Em terapéutica oral tripla, a STG é associada com sulfoniluréia e metformina.
Nestes casos, a dieta e o exercicio fisico, associados a uma terapéutica dupla, nao

proporcionam o adequado controle da glicemia (FDA, 2011).

A STG também esta indicada como terapéutica adjuvante a insulina (com ou
sem metformina), quando a dieta e o exercicio, associados a uma dose estavel de
insulina, ndo proporcionam um adequado controle da glicemia (MSD, 2011; FDA,
2011).

3.4. Mecanismo de acao

Os hormonios incretinas, inclusive o peptideo-1 semelhante ao glucagon
(GLP-1) e o peptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP), séo liberados pelo
intestino ao longo do dia e seus niveis aumentam em resposta a uma refeigcao.
Estima-se que as incretinas contribuem com mais de 70% na resposta da insulina

frente a uma administragao oral de glicose (AHRE'N, 2008).

Os peptideos GIP e GLP-1 tém um papel fundamental na regulagédo da
homeostase da glicose. A ativagdo dos receptores GIP e GLP-1 em células B-
pancreaticas leva ao aumento nos niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e
do calcio intracelular, com subseqlente secre¢do da insulina glicose dependente
(DRUCKER e NAUCK, 2006).

O tratamento com GLP-1 ou com inibidores da DPP-4, em modelos animais
com DM tipo 2, demonstrou melhorar a responsividade das células B a glicose,
estimulando assim a biossintese e a liberagdo da insulina. Com niveis de insulina
mais altos, a captacgao tecidual de glicose € aumentada. Além disso, o GLP-1 diminui
a secrecao de glucagon pelas ceélulas a-pancreaticas. A redugao das concentracdes
de glucagon, associada a niveis mais altos de insulina, resulta em reducido da
producdo hepatica de glicose e consequente reducdo da glicemia. Quando as

concentragbes sanguineas de glicose estdo baixas, ndo sido observadas
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estimulagdo da liberagdo de insulina e supressdo da secregcdo de glucagon pelo
GLP-1 (THORNBERRY e GALLWITZ, 2009).

O GLP-1 e o GIP ndao impedem a resposta normal do glucagon a
hipoglicemia. A atividade do GLP-1 e do GIP é limitada pela enzima DPP-4, que
hidrolisa rapidamente os horménios incretina em produtos inativos. Embora a
sitagliptina seja um inibidor potente e altamente seletivo da enzima DPP-4, ela n&do
inibe as enzimas estreitamente relacionadas como a DPP-8 ou DPP-9. A inibicdo da
DPP-8 ou da DPP-9, mas ndo da DPP-4, esta associada a toxicidade nos modelos
animais pré-clinicos e a alteragcao da fungéo imunoldgica in vitro (MSD, 2011; FDA,
2011).

A sitagliptina evita a hidrélise dos hormoénios incretina pelo DPP-4,
aumentando, consequentemente, as concentragdes plasmaticas das formas ativas
de GLP-1 e GIP. Ao potencializar os niveis de incretina ativa, a sitagliptina aumenta
a secregao da insulina e suprime a secrecdo do glucagon de modo dependente da
glicose, para ambas, melhorando o controle glicémico por reduzir a glicemia

somente quando € necessario (Figura 3.2) (MSD, 2011).

g Aumentam a liberagio de
insulina' Melhora o controle

Eliminam a secregio i ol o Fe
o glumgon?f glicémico

Diminui a produgio
hepdtica da glicose

Figura 3.2. Mecanismo de agao do fosfato de sitagliptina (Fonte: MERCK SHARP &
DOHME; CHARBONNEL et al., 2008).

3.5. Farmacodinamica e Farmacocinética

O GLP-1, semelhante ao glucagon é uma das incretinas mais estudadas
(HOLST, 1999; BAGGIO e DRUCKER, 2002; DEACON, 2007). Quando

administrado por via parenteral, ela promove a secre¢cdo aguda de insulina (MU et.
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al., 2009). O efeito farmacoldgico da STG se da pela ndo degradagao dos GLP-1
ativos ao invés de um aumento na secre¢cdo de GLP-1 (HERMAN et al., 2005;
BERGMAN et al., 2006; HERMAN et al. 2006).

A biodisponibilidade absoluta da STG apés administracao oral em voluntarios
saudaveis € de aproximadamente 87%. A co-adminstracdo de uma refeigao rica em
gorduras com STG nao tem qualquer efeito na farmacocinética, desse modo, a STG
pode ser administrada com ou sem alimentos. Apds a administracdo de uma dose
de 100 mg, a STG é rapidamente absorvida, com picos de concentragdes
plasmaticas entre 1 a 4 horas, a AUC plasmatica média é de 8,52 uM.h, sendo
importante considerar que a AUC aumenta proporcionalmente a dose administrada.
A concentracdo maxima encontrada € de 950 nM (dose de 100 mg de STG) e

aproximadamente 79% da STG é excretada inalterada na urina (EMEA, 2007).
3.6. Reagoes adversas

A STG é um novo farmaco hipoglicemiante e embora as pesquisas tenham
indicado eficacia e seguranga aceitaveis para a comercializagao, efeitos indesejaveis
e nao conhecidos podem ocorrer. A STG foi bem tolerada em estudos clinicos
controlados tanto em monoterapia quanto na terapia combinada e a incidéncia global
de eventos adversos foi semelhante a relatada com a utilizagdo de placebo. A
incidéncia global de hipoglicemia e eventos adversos gastrointestinais em pacientes
que receberam STG foi semelhante a observada com o placebo, com excecao da

incidéncia mais alta de nauseas com a dose de 200 mg (MSD, 2011).
3.7. Descrigao do farmaco
O fosfato de sitagliptina apresenta as seguintes caracteristicas:
» Descrigao: P06 cristalino branco, nao higroscopico (FDA, 2011);

= Nome quimico: 7 - [(3R)-3-amino-1-ox0-4(2,4,5-trifluorofenil)butil]
5,6,7,8 tetraidro 3 (trifluorometil) 1,2,4 triazol [4,3a] pirazina fosfato
(1:1) (FDA, 2011);

» Formula molecular: CgH15FgN50°*H3P0O4°H,0 (FDA, 2011);
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= Massa molecular fosfato de sitagliptina: 523,32 (FDA, 2011);
= Faixa de fusdo: 159 — 163 °C (obtido experimentalmente);

= Solubilidade: Soluvel em agua e N, N-dimetilformamida, pouco soluvel
em metanol, muito pouco soluvel em etanol, acetona e acetonitrila e
insoluvel em isopropanol e acetato isopropilico (MSD, 2011; FDA,
2011);

= pKa: pka;=1,3e pka,= 38,6 (ACD, 2011).
3.8. Determinacgao qualitativa e quantitativa

A identificagdo dos farmacos nos produtos acabados é fundamental para o
controle de qualidade dos mesmos. Varias metodologias e técnicas analiticas podem
ser utilizadas na identificacdo e caracterizacdo de substancias, sendo escolhidas

apos avaliar fatores relativos a substancia e também ao método empregado.

Em relacdo as determinagbes quantitativas, devem ser utilizados métodos
analiticos validados. Os 6rgaos reguladores do Brasil e também de outros paises
exigem a validagdo de metodologias analiticas para registro de novos produtos e,
para isso, a maioria deles tém estabelecido documentos oficiais que sao diretrizes a
serem adotadas no processo de validacdo. Na validacdo de um método, os
parametros de desempenho analitico normalmente avaliados sao: especificidade,
linearidade, precisédo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao, robustez e
quando aplicaveis, limites de detec¢do e quantificacdo (BRASIL, 2003, ICH, 2005a;
USP 35, 2012).

A validacdo de um método analitico € o processo pelo qual se estabelece, por
meio de estudos laboratoriais, se os pardmetros de desempenho analitico atendem

as exigéncias para a aplicacao analitica pretendida (BRASIL, 2003).

A necessidade de comprovar a qualidade de medi¢cdes quimicas, através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Dados analiticos nao confiaveis podem conduzir a decisdes

desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis (RIBANI, 2004).
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3.9. Métodos analiticos
3.9.1. Espectrofotometria na regiao do ultravioleta (UV)

Devido a sua facilidade, rapidez, custo relativamente baixo e também pela
possibilidade de muitos farmacos absorverem nesta regido, a espectrofotometria na
regidao do ultravioleta (UV) € um método amplamente utilizado para a quantificagao
de farmacos. Muitos solventes estdo disponiveis para a andlise na regido do UV e a
escolha do mesmo deve ser baseada na solubilidade da substéancia a ser analisada
(CLURCZAK, 1998).

A literatura pesquisada descreve a determinacdo da sitagliptina em
preparacbes farmacéuticas por espectrofotometria através de uma reagao
colorimétrica, na qual, a amina primaria da sitagliptina condensa com acetil acetona
e formaldeido, produzindo uma solugdo de cor amarela que pode ser medida em
430 nm (SEKARAN e RANI, 2010). MONILA e colaboradores (2012) publicaram dois
métodos espectrofotométricos para a determinagdo da sitagliptina, o primeiro
descreve a complexagao da sitagliptina com azul de bromo timol e o segundo com

verde de bromo cresol, analisados em 412 e 419 nm, respectivamente.

PATHADE e colaboradores (2011) realizaram a quantificagdo da sitagliptina,
através da validacido de um método espectrofotométrico simples, sensivel e de baixo

custo, analisando a STG em 267 nm.

NYOLA e JEYABALAN (2012) desenvolveram um método para analise da
STG e metformina (matéria-prima e produto acabado) por espectrofotometria na
regiao do UV utilizando dois comprimentos de onda (231 nm - metformina e

267 nm - sitagliptina).
3.9.2. Eletroforese capilar (EC)

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica de separagao utilizada,
principalmente, para analise de compostos ionizados. Sua aplicacao permite a
determinacdo quantitativa de farmacos em produtos acabados com elevado

potencial de emprego em analises enantiosseletivas (ALTRIA et al.,1998).
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As andlises por eletroforese capilar estdo fundamentadas em mecanismos
diversos de separagao. Atualmente, os principais modos de separagao
desenvolvidos sao: a eletroforese capilar de zona (CZE), também conhecida como
eletroforese em solucao livre, a cromatografia capilar eletrocinética micelar (MECK),
a eletrocromatografia, a eletroforese capilar em gel, a focalizagao isoelétrica capilar

e a isotacoforese capilar (USP 35, 2012).

Em 2012, LANGE e colaboradores descreveram um método por eletroforese
capilar para analise do fosfato de sitagliptina na forma farmacéutica comprimidos
revestidos. Por sua vez, SALIM e colaboradores (2012) publicaram a determinacgao
simultdnea de sitagliptina e metformina em preparagbes farmacéuticas por

eletroforese capilar de zona com aplicagao para analise em plasma humano.
3.9.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Atualmente, a CLAE é uma das técnicas analiticas mais utilizadas na
determinagao quantitativa de farmacos. A maioria dos Cdédigos Oficiais preconiza a
utilizagdo desta técnica em funcdo de suas inumeras vantagens como precisao,

exatidao, seletividade e capacidade de automagao.

A CLAE é o método quantitativo que apresentou o maior desenvolvimento nos
ultimos anos, principalmente devido as inovagbes em colunas e softwares de
controle. Por esta razdo, € o método de escolha da industria farmacéutica para a
realizacao do controle de qualidade de seus produtos e € o mais preconizado pelos
Cddigos Oficiais (WATSON, 2005).

A sitagliptina € um hipoglicemiante oral que foi liberado para uso clinico em
2006 pelo FDA, EMEA e ANVISA. Portanto, este farmaco ainda é relativamente
novo e poucos sao os estudos que utilizam a CLAE para analise deste. A partir de
2011, foi possivel observar um aumento consideravel no numero de publicagdes

utilizando diferentes métodos analiticos.

Na literatura pesquisada, existem trabalhos que empregam a CLAE para
determinagdo da sitagliptina, tanto em fluidos bioldégicos, quanto matéria-prima e

produto acabado, entre os quais, € possivel destacar: NIROGI e colaboradores
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(2008) descreveram um método para quantificagdo da STG em plasma por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas; ZENG e colaboradores

(2010) também publicaram um método para determinagdo da STG em plasma por
LC-MS/MS; RAMZIA e colaboradores (2011) realizam a quantificagdo da STG
isolada e em uma mistura ternaria (metformina, sitagliptina e produto de degradacgao
da sitagliptina). Em 2012, LANGE e colaboradores e também RAVANELLO e
colaboradores publicaram métodos indicativos de estabilidade por LC-UV para

determinagao da STG em comprimidos revestidos.

Conforme foi demonstrado, o numero de trabalhos descrevendo analises
quantitativas da STG, tanto em fluidos bioldgicos, como no produto acabado, vem
crescendo consideravelmente. Recentemente, com o surgimento de novas
associagdes, como, por exemplo, sitagliptina e metformina ou sitagliptina e
sinvastatina, as oportunidades para novos estudos também aumentam.
Consequentemente, é possivel destacar dois trabalhos: um publicado por SHARMA
e colaboradores (2012), os quais desenvolveram e validaram um método por CLAE
para determinagdo da sitagliptina e sinvastatina em formulagdes farmacéuticas e
outro descrito por MALLESWARARAO e colaboradores (2012) que também
desenvolveram um método por CLAE para andlise simultdnea da sitagliptina e

metfomina em comprimidos revestidos.
3.10. Ensaio de dissolugao

A dissolucao de medicamentos pode ser definida como fenébmeno em que um
farmaco no estado sélido se libera de sua forma farmacéutica de administragao e
entra em solucdo. Para medicamentos de administragdo oral, os parametros
fundamentais que controlam a taxa e a extensao da absorgéo sao a sua solubilidade
aquosa e sua permeabilidade gastrintestinal (AMIDON et al., 1995; KASIM et al.,
2003).

Os estudos de dissolugdo constituem um dos elementos essenciais para
avaliar e garantir as propriedades biofarmacotécnicas das formulagées.
RAVANELLO e colaboradores (2010) publicaram um estudo descrevendo a

avaliagdo do perfil de dissolu¢cdo da STG com quantificagdo da porcentagem
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dissolvida por espectrofotometria na regido do UV. Entretanto, ndo ha trabalhos
relatando o desenvolvimento e validagao do método de dissolu¢gao dos comprimidos

revestidos de STG visando uma possivel correlagcao entre os dados in vivo - in vitro.

O FDA apresenta as condicdes para o ensaio de dissolucdo que foram
utilizadas para o registro do produto, sem indicacdo do método empregado para a

quantificagao.

Face a dose, a solubilidade e a permeabilidade, os farmacos podem ser
classificados como pertencentes as seguintes categorias no Sistema de
Classificagao Biofarmacéutico (AMIDON et al., 1995; BRASIL, 2010; LINDENBERG
et al., 2004):

- Classe I: alta solubilidade (AS) e alta permeabilidade (AP);

- Classe ll: baixa solubilidade (BS) e alta permeabilidade (AP);

- Classe llI: alta solubilidade (AS) e baixa permeabilidade (BP);

- Classe |V: baixa solubilidade (BS) e baixa permeabilidade (BP).

Apesar de nao ter sido encontrada a classificagao biofarmacéutica da STG,
pode-se inferir que o farmaco seja de classe |, visto que apresenta alta solubilidade
e biodisponibilidade de 87%.

3.11. Estabilidade - Isolamento e identificagao de produtos de degradagao

O propésito do estudo de estabilidade é prover evidéncia de como a estrutura
de um farmaco varia com o tempo, sob influéncia de uma variedade de fatores, e
estabelecer um periodo de re-teste para a substancia ou a vida de prateleira do
produto, recomendando as condi¢cdes de estocagem (ICH, 2003). A validade pode
também, ser definida como o tempo (em dias, meses, anos) durante o qual a
especialidade farmacéutica, ou mesmo a matéria-prima considerada isoladamente,
mantém, dentro dos limites especificados e durante todo o periodo de estocagem e
uso, as mesmas condi¢cdes e caracteristicas que possuia quando da época de sua
fabricacdo (BRASIL, 2005).
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O desenvolvimento dos ensaios de estabilidade exige uma pesquisa ampla
em torno dos procedimentos utilizados e um conhecimento tedrico das reagdes de
degradacédo e dos principios de cinética quimica, afinal, sabe-se que as reagdes de
degradacédo nos medicamentos ocorrem a velocidades definidas e sdo de natureza
quimica, podendo ser aceleradas através do aumento da temperatura (NUDELMAN,
1975).

A degradacdo de um produto farmacéutico pode ocasionar inumeras
alteracbes em suas caracteristicas com sérias consequéncias a sua qualidade, tais
como, reducido ou aumento de sua atividade, alteracdo da biodisponibilidade, perda
da uniformidade de conteudo, perda da qualidade microbiolégica, formacao de
produtos de degradacdo tdéxicos e perda da integridade do recipiente de

armazenamento, entre outras (RHODES, 2000).

A literatura pesquisada descreve o estudo da estabilidade da sitagliptina em
meio basico (NaOH 2,5 M), com posterior isolamento e identificagdo do produto de
degradacéo por técnicas de IV, RMN e MS (EL-BAGARY et al., 2011).

22



4. CAPITULO | - CARACTERIZAGAO DA SUBSTANCIA QUIMICA DE
REFERENCIA (SQR) FOSFATO DE SITAGLIPTINA







CARACTERIZAGAO DA SQR FOSFATO DE SITAGLIPTINA

4.1. Introducgao

A pureza das substancias de referéncia tem importancia fundamental na
validacdo de métodos analiticos. Existem duas categorias de substancias de

referéncia descritas pelo FDA: compendiais e ndao-compendiais.

As substancias de referéncia compendiais sao aquelas adquiridas
comercialmente de fontes como a USP e nado necessitam de caracterizagao
posterior. As substancias de referéncia nao-compendias sdo aquelas com elevado
teor de pureza, entretanto, necessitam ser cuidadosamente caracterizadas
(SWARTZ e KRULL, 1998). Face ao exposto, buscou-se caracterizar a substancia

quimica que foi utilizada como referéncia neste trabalho.

A analise espectrofotométrica no infravermelho (IV) € um dos métodos mais
empregados para a identificacdo de farmacos. Através da analise de um espectro
obtido no infravermelho & possivel visualizar as bandas caracteristicas de grupos
funcionais que permitem a obtencdo de informagdes estruturais Uteis para a
identificacdo de substancias (CIENFUGOS e VAISTMAN, 2000). A andlise térmica
por calorimetria diferencial de varredura (DSC) que permite avaliar as propriedades
fisico-quimicas das substancias em funcdo da temperatura, podendo indicar a
pureza de farmacos, apresenta-se como uma técnica muito sensivel e adequada ao
objetivo pretendido (USP 35, 2012).

A ressonancia magnética nuclear também fornece informacdes estruturais
importantes para a caracterizacdo e identificagdo de moléculas, enquanto que a
espectrometria de massas permite a identificagdo pela massa do ion molecular e

seus fragmentos.
4.2. Fosfato de sitagliptina — SQR

A substéncia quimica caracterizada e empregada como referéncia neste
trabalho foi o fosfato de sitagliptina, com teor declarado de 99,5%, adquirida pela
Sequoia Research Products (Oxford, UK), conforme especificado no certificado de

analise.
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4.3. Parte Experimental
4.3.1. Caracterizagao da SQR fosfato de STG

Para a caracterizagdo da substancia quimica utilizada como referéncia,
diferentes técnicas foram empregadas, dentre elas: analise térmica por calorimetria
exploratéria de varredura (DSC), ponto de fusdo, espectrofotometria na regido do
infravermelho (IV), espectrometria de massas (MS) e ressonancia magnética nuclear
(RMN "H).

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, Shimadzu DSC-60, dotado de controlador de fluxo para gas de
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 da SQR fosfato de STG
para porta-amostra de aluminio, a qual 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

hidratacao.
4.3.1.1.1. Resultados e Discussao

Na Figura 4.1 esta representada a rampa de aquecimento obtida por DSC
para a SQR fosfato de STG.
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Figura 4.1. Curva de DSC da SQR fosfato de sitagliptina, obtida em fluxo de

nitrogénio e rampa de aquecimento.

A faixa de fusdo da STG, segundo o termograma obtido, apresentou valor de
160,84 °C a 171,05 °C, mostrou-se bastante ampla quando comparada com os
valores obtidos em outras técnicas. Este fato pode estar relacionado a uma provavel

decomposicao da amostra durante a fusao (MATHKAR et al., 2009).
4.3.1.2. Determinagao da faixa e do ponto de fusao

A analise da faixa de fusdo da SQR fosfato de sitagliptina foi avaliada pelo
equipamento tipo Koffler, marca Wagner & Muniz. Foi transferida uma pequena
quantidade da SQR para uma lamina de vidro e apds colocou-se uma laminula
sobre a amostra. A lamina sofreu um aquecimento gradual e foi possivel observar a
fusdo da amostra pelo microscopio acoplado a chapa de aquecimento, permitindo o

registro da temperatura inicial e final da fusao.

O ponto de fusao foi determinado em equipamento Mettler Toledo, FP 90,
previamente calibrado, que emprega um método automatico para determinagao do
ponto de fusdo. A SQR fosfato de sitagliptina foi compactada em um tubo capilar
(Tmm x 6cm) e o aquecimento foi de 5 °C/minuto. Este equipamento opera da
seguinte maneira: os capilares sédo iluminados por uma fonte de luz e fotossensores
convertem a luz residual transmitida em um sinal elétrico proporcional. O ponto de

fusdo é determinado no momento em que os cristais da amostra coalescem,
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originando um fluido transparente que possibilita a leitura pela passagem da luz

através do tubo capilar.
4.3.1.2.1. Resultados e Discussao

A analise realizada em triplicata no equipamento tipo Koffler forneceu uma
faixa média de fusao de 159 - 163 °C. A temperatura foi medida por um termémetro

acoplado a chapa de aquecimento.

Os valores de ponto de fuséo obtidos pelo equipamento Mettler Toledo foram
os seguintes: ny=159,1 °C; ny,=162,8 °C e n3z= 160,3 °C. Este equipamento permite
também que seja programada a determinacdo automatica da faixa de fusdo, no
entanto, mesmo selecionando esta opgao e repetindo a analise duas vezes, foi
obtido somente o valor do ponto de fusdo. Este fato pode estar ligado a
granulometria da amostra e sua compactagcdo no capilar ou, até mesmo, a uma

possivel decomposicdo que possa estar ocorrendo.

Na literatura, ndo foram encontrados dados sobre a faixa de fusdo da STG,
ressaltando assim, a importidncia da analise. Apdés a fusdo, a SQR fosfato de
sitagliptina sofreu uma leve alteragdo na coloragdo, passando de branco para

amarelo claro, visivel apos a retirada da amostra nos dois métodos propostos.

Desse modo, os resultados obtidos pelo equipamento tipo Koffler e pelo
equipamento Mettler Toledo foram semelhantes, indicando que esta técnica pode

ser utilizada para auxiliar a identificagdo da SQR em questao.
4.3.1.3. Espectroscopia de absorgao na regido do infravermelho (IV)

O espectro na regidao do infravermelho do fosfato de sitagliptina SQR foi
obtido em espectrometro infravermelho FT-IR Perkin Elmer, modelo Spectrum BX.
As analises realizadas neste equipamento ndo necessitam da formagao da pastilha

de KBr, visto que, a amostra é introduzida diretamente no mesmo.
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4.3.1.3.1. Resultados e discussao

Na Figura 4.2 é possivel observar o espectro de absor¢do na regiao do
infravermelho do fosfato de sitagliptina SQR.
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Figura 4.2. Espectro de absorgdo na regidao do infravermelho do fosfato de STG
SQR.

A analise espectrofotométrica na regiao do infravermelho é uma das técnicas
mais empregadas para a identificacdo de farmacos, pois é capaz de diferenciar
substancias por menores que sejam as diferengas estruturais, com excecdo de
isdmeros oOpticos (CIENFUGOS e VAITSMAN, 2000).

A identificacdo de bandas caracteristicas da STG foi realizada com base na
literatura (NAKANISHI, 1977; SILVERSTEIN e WEBSTER, 2007; PAVIA et al.,

2009). A indicacao das principais bandas do espectro de absorgéo na regiao do IV
estao descritas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Frequéncias de absorgcao das principais bandas de absor¢ao do fosfato
de sitagliptina e suas respectivas atribuicoes.
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Frequéncia (cm™) Atribuigao

3300 — 3350 Deformacéo axial de N-H

3017 e 2960 Deformacéo axial de C-H

1600 — 1400 Estiramento da ligagao C=C de fenila
1650 — 1600 Deformacgao axial C=0 da amida

900 - 675 Deformacéao angular fora do plano de C-H
785 — 765 Substituicdo em orto de fenila

860 — 800 Substituicdo em para de fenila

As bandas encontradas estdo de acordo com as atribuicoes esperadas para a

SQR fosfato de sitagliptina.
4.3.1.4. Espectrometria de massas

O espectro de massas foi obtido por UPLC-UV/MS, no equipamento Waters®
Acquity e espectréometro de massas Micromass Q-Tof. A deteccédo do farmaco foi
realizada por detector com interface de ionizagao por eletrospray, operado no modo
positivo (ESI™).

4.3.1.4.1. Resultados e discussao

O espectro de massas da SQR fosfato de sitagliptina esta representado na

figura 4.3.
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Figura 4.3. Espectro de massas do fosfato de sitaglipina SQR.

O espectro de massas da SQR fosfato de sitagliptina apresenta um ion

molecular de m/z 408,15, de acordo com o esperado para o fosfato de sitagliptina.

4.3.1.5. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN "H)

A ressonancia magnética nuclear € uma importante técnica para
caracterizacao da exata estrutura de matérias-primas e produtos acabados e fornece
mais informacdes sobre a estrutura molecular do que qualquer outra técnica. A
determinagao de impurezas, incluindo impurezas enantioméricas, pode ser avaliada
sem prévia separagao até niveis de aproximadamente 10%. Além disso, possui bom
potencial para analise de formulacbes farmacéuticas sem prévia preparagao e o
espectro de misturas pode servir como referéncia (“impresséo digital”’) (WATSON,
2005).

As analises foram realizadas em espectrémetro de 300 MHz. A substancia
fosfato de sitagliptina foi solubilizada em metanol deuterado para obtencdo dos
espectros de RMN "H.

31



CARACTERIZAGAO DA SQR FOSFATO DE SITAGLIPTINA

A Figura 4.4 apresenta o espectro de RMN 'H e a relacdo dos deslocamentos

quimicos observados com a estrutura do fosfato de sitagliptina. A Tabela 4.3 resume

e caracteriza os dados do espectro.

4.3.1.5.1. Resultados e discussao

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

fosfato de sitagliptina, estdo apresentadas na Figura 4.4 e na Tabela 4.2,

respectivamente.
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Figura 4.4. Espectro de RMN 'H em metanol deuterado do fosfato de

sitagliptina SQR.

32



CARACTERIZAGAO DA SQR FOSFATO DE SITAGLIPTINA

TABELA 4.2. Atribuicdes do espectro de RMN 'H para o fosfato de sitagliptina SQR
em metanol deuterado (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Deslocamento Integracgao Atribuicao
quimico (PPM)

3,29 (a) 2H NH,
7,30 (b) 2H CH
2,83 (c) 2H CH,
3,70 (d) 1H CH
2,45 () 2H CH,
4,35 (f) 6H CH;,

Desse modo, a analise dos resultados obtidos nos ensaios de RMN 'H para o
fosfato de sitagliptina permitiu a identificacdo da SQR pela interpretacdo dos

principais deslocamentos quimicos da molécula.
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4.4. Conclusoes

= Na analise por DSC, a faixa de fusdo encontrada apresenta-se mais ampla,
de 160,84 - 171,05 °C, entretanto, o valor do ponto de fuséo (160,84 °C)
assemelha-se aos determinados utilizando equipamentos de fusao tipo Koffler

e Mettler Toledo;

= As técnicas para determinacao da faixa e do ponto de fusdo do fosfato de
sitagliptina SQR, utilizando o microscoépio de ponto de fusdo tipo Koffler e o
equipamento Mettler Toledo, respectivamente, apresentaram valores muito

préximos, entre 159 - 163 °C;

= Na analise por IV pode-se observar bandas caracteristicas do fosfato de
sitagliptina, as quais fornecem informagdes estruturais essenciais para

assegurar a identidade da SQR,;

= A analise por espectrometria de massas permitiu a identificacdo do fosfato de

sitagliptina através da verificagdo da sua massa molecular;

* A interpretacdo dos espectros de RMN-"H demonstrou que os sinais obtidos
estdo de acordo com as atribuicbes esperadas para a molécula de fosfato de

sitagliptina;

= A partir dos resultados obtidos, caracterizou-se a substancia quimica fosfato
de sitagliptina, a qual sera utilizada como SQR nos estudos propostos nesta

Tese.

34



5. CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS PARA
DETERMINAGAO QUALITATIVA DO FOSFATO DE SITAGLIPTINA EM
COMPRIMIDOS REVESTIDOS







DETERMINAGAO QUALITATIVA

5.1. Introdugao

Técnicas cromatograficas e espectrofotométricas sdo amplamente utilizadas
para a identificagdo de farmacos em produtos acabados. Cada técnica tem suas
vantagens e limitagbes. Cabe ao analista avaliar qual delas melhor se enquadra com
a disponibilidade de amostra, o tempo de analise e os equipamentos disponiveis no

laboratodrio.

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma das técnicas de mais facil
execucdo e compreensdo. E rotineiramente utilizada em diversas analises. E
considerada uma técnica de baixo custo quando comparada as demais técnicas
analiticas. A CCD tem varias utilidades, como: identificacdo de compostos idénticos,
determinagdo do numero de componentes em uma amostra e, também, pode ser
aplicada para o monitoramento da separacdo de uma mistura em uma coluna

cromatografica.

A absorc¢ao da radiagao ultravioleta por muitos compostos ocorre numa faixa
muito reduzida de comprimento de onda. Em decorréncia disto, a absor¢gao UV
fornece menos possibilidades para identificagdo de grupos funcionais do que outras
técnicas espectroscopicas, como o infravermelho e a ressonéncia magnética nuclear
(CIENFUGOS e VAITSMAN, 2000). A identificagdo de farmacos por UV e VIS é
realizada através da comparacido do espectro da solucdo amostra com o espectro
de uma solugédo padrao do mesmo farmaco em determinada concentragdo. Desse
modo, é possivel verificar se os produtos apresentam os mesmos comprimentos de

onda maximos e minimos de absor¢cao (WATSON, 2005).

A identificacdo de farmacos por CLAE € avaliada pela similaridade entre os
valores de tempo de retencdo obtidos para a solugdo amostra e para a solugao
padrdo. Tempos de retencdo idénticos sugerem a mesma identidade entre as
amostras, assim como, a semelhanca entre os cromatogramas. Essas relacdes
comprovam a presenca do farmaco nas amostras e também a eficiéncia do sistema

cromatografico na identificacdo da amostra analisada.

A analise qualitativa por eletroforese capilar (EC) fornece dados sobre a

identidade de um pico no eletroferograma através da comparagédo do tempo de
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migragdo ou mobilidade eletroforética de um pico com dados experimentais obtidos
de um composto conhecido (KUHN e HOFFSTETTER-KUHN, 1993). Assim, tempos
de migracéao e perfil eletroforético semelhantes, sugerem a mesma identidade entre

as amostras analisadas.
5.2. Produto Farmaceéutico

Em todas as analises foram empregados comprimidos revestidos de STG,
contendo 50 mg de sitagliptina base, comercialmente conhecidos por Januvia®,

fabricados pela Merk Sharp Dohme Ltda e adquiridos no comércio local.

Os excipientes presentes na formulagao sao: celulose microcristalina, fosfato
de calcio dibasico anidro, croscarmelose sddica, estearato de magnésio, estearil
fumarato de sdédio, alcool polivinilico, polietilenoglicol (macrogol), talco, didéxido de

titanio, 6xido de ferro vermelho e 6xido de ferro amarelo.
5.3. Parte Experimental

5.3.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)
5.3.1.1. Condicdes cromatograficas

As solugdes da SQR fosfato de STG e dos comprimidos revestidos triturados
foram preparadas em metanol na concentragdo de 1,0 mg/mL. A solugdo amostra foi
mantida em ultrasson durante 30 minutos e, apos este periodo, foi agitada em um
agitador mecanico pelos proximos 30 minutos. A solugdo amostra foi filtrada em
papel filtro, desprezando as primeiras aliquotas e, posteriormente, utilizada na

cromatografia em camada delgada.

A glibenclamida foi empregada para avaliar a especificidade do método
proposto. A solugéo de glibenclamida foi preparada em metanol na concentragéo de

1,0 mg/ml.

A migracao cromatografica foi realizada em cromatoplacas aluminizadas de
silica-gel 60 Fys4 (Merck) com 10 cm de comprimento, 5 cm de largura e 0,25 mm de
espessura de camada absorvente. As amostras foram aplicadas na placa

aluminizada e esta foi transferida para uma cuba contendo o sitema eluente

38



DETERMINAGAO QUALITATIVA

constituido de uma mistura de metanol:acetonitrila:trietilamina (90:8:2 v/v/v). Apds a
corrida cromatografica as manchas foram visualizadas pela exposi¢cao da placa a
ldmpada de UV-254 nm.

5.3.1.2. Resultados e discussao

Na andlise por cromatografia em camada delgada a fase movel utilizada foi
constituida de metanol:acetonitrila:trietilamina (90:8:2), permitindo a identificagdo do

fosfato de sitagliptina na amostra dos comprimidos revestidos.

Os valores de fator de retengao (Rf) obtidos para as solugbes SQR e dos
comprimidos revestidos foi de 0,51. O Rf para a solugdo de glibenclamida foi de
0,83. O Rx obtido entre o Rf da STG e o Rf da glibenclamida foi de 0,61. Na Figura
5.1 pode-se observar o cromatograma obtido por CCD para a analise qualitativa do

fosfato de STG na formulagao farmacéutica.

Figura 5.1. Cromatograma obtido por CCD para a SQR fosfato de sitagliptina (1),
para a STG comprimidos revestidos (2) e para a glibenclamida (3) revelados por luz
UVv-254nm.

Os resultados comprovam que € possivel realizar a identificacdo das
amostras de STG comprimidos revestidos por CCD, devido a semelhanga dos
valores de Rf obtidos. A similaridade entre os valores de Rf € um indicativo da
presenca do farmaco nas amostras, comprovando assim, a eficiéncia do sistema

cromatografico utilizado para a identificacdo do hipoglicemiante em estudo.
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5.3.2. Espectrofotometria na regiao do UV
5.3.2.1. Condicodes espectrofotométricas

Para realizar a analise qualitativa do fosfato de STG nos comprimidos
revestidos foi tragado um espectro de absorgdo molecular na regidao de 400-200nm
da SQR fosfato de STG e dos comprimidos revestidos. As amostras foram
preparadas em metanol na concentragao de 1,0 mg/ml e apés foram diluidas com

agua para a concentragao de 50,0 pug/ml.

As analises por espectrofotometria na regido do UV foram realizadas em
espectrofotdmetro ultravioleta Shimadzu, modelo UV-160A. Os espectros obtidos
foram sobrepostos e comparados quanto ao perfil caracteristico da SQR fosfato de
STG.

5.3.2.2 Resultados e discussao

Inicialmente, testou-se diversos solventes para realizar a analise
espectrofotométrica da STG. Solugcbées de HCI 0,1M, metanol, agua, etanol,
acetonitrila e uma mistura de agua:metanol (50:50) foram utilizadas nas analises
preliminares. No entanto, quando o HCI 0,1M, a agua, o etanol, a acetonitrila e a
mistura de agua:metanol foram utilizados, observou-se uma reduc&o na intensidade
da absor¢ao da solugdo amostra, provavelmente, pelo fato destes solventes nao
possibilitarem a correta e total extracdo do fosfato de STG dos comprimidos

revestidos.

O solvente de escolha da primeira diluicdo foi entdo o metanol por nao
observar diferenca significativa nas absorvancias da SQR e da solugdo dos
comprimidos revestidos. Optou-se por fazer a segunda diluicdo em agua para
reduzir o custo da analise e minimizar a interferéncia do metanol no sistema. A
correcao da linha de base foi realizada na faixa de 400-200 nm com uma solugao
composta por H,O: metanol (95:5) (v/v). O comprimento de onda de maxima

absorcao foi 207 nm.
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E possivel verificar a sobreposicdo dos espectros das solucdes de fosfato de
STG SQR e das amostras dos comprimidos revestidos, na concentragao de

50 pg/ml, na Figura 5.2.

2,200 T T T

/STG amostra
zooop_ 9 STG SQR -

Abs,

1,000 - 1

0,000

-0,563 L L 1
200,00 250,00 300,00 350,00 400,00
nm.

Figura 5.2. Sobreposi¢cédo dos espectros de absorgédo na regido do UV do fosfato de

sitagliptina SQR e dos comprimidos revestidos.
5.3.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
5.3.3.1. Condi¢6es cromatograficas

Todos os experimentos por cromatografia liquida foram realizados utilizando
um cromatografo Shimadzu 20-A, equipado com sistema controlador CBM-20A,
bombas de fluxo LC-20AT, injetor automatico SIL-20A/C, forno e detector PDA. O
programa LC-Solution foi utilizado para o controle e aquisicdo dos dados. As
condicbes cromatograficas para a identificacdo e a quantificagdo da STG em

comprimidos revestidos estao descritas na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1. Condi¢gdes cromatograficas empregadas para a andlise qualitativa e

quantitativa do fosfato de sitagliptina por CLAE.

Parametro Descrigcao

Coluna Waters X-Bridge™ Cg (250 mm x 5 pym)
Temperatura 25°C

Fase movel Solucéo de trietilamina 0,3% (pH 4,0): acetonitrila (75:25 v/v)
Vazao 1,0 ml/min

Deteccao 207 nm

Volume injecao 20 yL

A fase movel foi preparada a partir de uma solugéo de trietilamina 0,3 %, pH
ajustado a 4,0 com acido fosférico 10% e acetonitrila, na propor¢céo de 75:25 (v/v),

respectivamente.

As solugdes empregadas na andlise foram preparadas na concentragao de
1,0 mg/ml em metanol. Para a analise qualitativa, as amostras dos comprimidos
revestidos e da SQR foram diluidas com fase mével até uma concentracao de 100,0
bug/ml. As amostras dos comprimidos revestidos e da SQR foram filtradas com

membrana de nylon de 0,45 ym antes da injecao no cromatégrafo.
5.3.3.2. Resultados e discusséo

Na Figura 5.3 os cromatogramas sobrepostos da SQR fosfato de sitagliptina e

da solugdo amostra dos comprimidos revestidos podem ser observados.
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Figura 5.3. Sobreposi¢cao dos cromatogramas obtidos da SQR fosfato de sitagliptina
(—) e dos comprimidos revestidos de fosfato de sitagliptina (---) na concentragao de
100 pg/ml.

Com base na semelhanga entre os tempos de retencdo e os perfis
cromatograficos da solugdo SQR e comprimidos revestidos € possivel afirmar que o
método desenvolvido por cromatografia liquida de alta eficiéncia € adequado para a

identificacdo da STG nos comprimidos revestidos.
5.3.4. Eletroforese Capilar (EC)
5.3.4.1. Condic¢oes eletroforéticas

A analise da STG por eletroforese capilar ocorreu em um sistema de
eletroforese capilar Agilent *PCE (Agilent Technologies) equipado com injetor
automatico, DAD e controlador de temperatura. O software CE ChemStation foi

utilizado para controle do sistema, aquisicao e tratamento dos dados.

Para a analise qualitativa e quantitativa da STG nos comprimidos revestidos
foi empregado o modo de separagdo por cromatografia eletrocinética micelar
(MEKC). A técnica desenvolvida necessitou do uso de um padrdo interno para
corrigir possiveis diferengas nos volumes de injegédo, o padrao interno escolhido foi a
duloxetina na concentragdo de 30 pg/mL . As condi¢des eletroforéticas empregadas

estao apresentadas na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2. Condigbes eletroforéticas empregadas na analise qualitativa e

quantitativa do fosfato de sitagliptina por eletroforese capilar (MECK).

Caracteristica Descricao

Capilar de silica fundida 40,0 cm comprimento (efetivo)

Eletrdlito Tampao TRIS:SDS (50 mM : 75 mM) pH 10,6
Tensao aplicada 30 KV

Comprimento de onda 207 nm

Injecao hidrodinamica 50 mBar

Tempo de injegao 5 segundos

Ativacao capilar 20 minutos NaOH 0, 7M
Pré-condicionamento NaOH 0,1M, agua e eletrdlito (2, 1,5 e 1,5 minutos)
Temperatura de analise 25°C+1°C

O eletrdlito de corrida foi constituido por uma mistura de tampao
((hidroximetil)aminometano) (TRIS) 50 mM, pH ajustado para 10,6, com o tensoativo
dodecilsulfato de sodio (SDS) 75 mM.

A ativacdo do capilar ocorreu com solugdo hidroxido de sédio 1M, agua
ultrapura e eletrdlito durante (30, 15 e 15 minutos), respectivamente. Antes de cada
injecdo, foi realizado um pré-condicionamento utilizando NaOH 0,1M, agua e

eletrdlito durante 2, 1,5 e 1,5 minutos, respectivamente.

44



DETERMINAGAO QUALITATIVA

5.3.4.2. Resultados e discussao

Na Figura 5.4 é possivel observar os eletroferogramas da SQR fosfato de
sitagliptina e dos comprimidos revestidos. Os eletroferogramas foram sobrepostos e

deslocados para facilitar a visualizagéo.

mAlU

Figura 5.4. Sobreposi¢cédo e deslocamento dos eletroferogramas da SQR fosfato de
STG (—) e STG comprimidos revestidos (---).

Assim como na analise por CLAE, a identificacdo € confirmada pela
similaridade entre os tempos de migracdo e a semelhanca dos eletroferogramas.
Desse modo, o método por MECK demonstra ser adequado para a analise

qualitativa do fosfato de sitagliptina em comprimidos revestidos.
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5.4. Conclusoes

O método desenvolvido por cromatografia em camada delgada
mostrou-se adequado para a identificagdo da sitagliptina no produto

farmacéutico.

As sobreposigdes dos espectros na regido do UV, confirmando os
valores maximos e minimos de absorcao, permitiram a identificacéo da
STG, assegurando a presenga do farmaco nos comprimidos

revestidos;

As técnicas desenvolvidas por CLAE e EC demonstraram que a SQR
fosfato de sitagliptina e as amostras dos comprimidos revestidos,
apresentam o mesmo valor de tempo de retencdo e migracao,
respectivamente. A semelhanga entre os cromatogramas e
eletroferogramas obtidos reforcam a viabilidade destas técnicas na

identificagdo do farmaco no produto farmacéutico.
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6.1. Introdugao

A validacao de um método analitico € o processo pelo qual se estabelece,
através de estudos laboratoriais, se os parametros de desempenho analitico

atendem as exigéncias para a aplicagado analitica pretendida (BRASIL, 2003).

A analise de farmacos é necessaria nas diversas fases de desenvolvimento
farmacéutico, tais como, estudos de formulacdo e estabilidade, controle de
qualidade e em testes farmacolégicos e toxicolégicos realizados em animais e
humanos. A falta de métodos confiaveis de avaliacdo da qualidade dos produtos
farmacéuticos limita e eficiéncia dos programas de validacao e da vigilancia desses
produtos (MEHTA, 1997; SWARTZ e KRULL, 1998).

A fim de garantir a credibilidade dos métodos analiticos € imprescindivel a sua
validacdo. Regulamentacbes nacionais, como a RE 899 (BRASIL, 2003), e
internacionais, como a International Conference on Harmonisation of Tecnical
Requeriments for Registration of Pharmaceutical for Human Use — ICH (2006a) e a
USP 35 (2012) sao guias que contém diretrizes sobre a validagdo de procedimentos
analiticos, indicando os principais parametros a serem avaliados na validagdo de um

método.

A USP 35 (2012) e o ICH (2006b) reconhecem a nado necessidade da
avaliacao de todos os parametros analiticos para a validagao de um método. O tipo
de método e seu respectivo uso determinam quais serdo os parametros a serem
investigados (SWARTZ e KRULL, 1998). E responsabilidade do analista identificar
os parametros que sao relevantes para o desempenho do processo analitico
(ERMER, 2001).

Os métodos cromatograficos sdo normalmente utilizados em laboratérios de
analise para a determinacao qualitativa e quantitativa de farmacos em matérias-

primas, produtos acabados e amostras bioldgicas (SWARTZ e KRULL, 1998).

A técnica por CLAE é um método de larga utilizacdo em razdo da sua
versatilidade, possibilitando a separacao e quantificacao de diferentes componentes
de uma formulacao e até produtos de degradacao ou sintese, através da adequada

escolha de condigdes, tais como, coluna, fase mével e método de detecgéao.
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A eletroforese capilar também se apresenta como uma técnica muito
promissora e eficiente e que vem sendo utilizada cada vez mais na analise de
produtos farmacéuticos. Sua aplicagao pode ser voltada para um grande numero de
amostras, incluindo separacao de componentes quirais, doseamento, determinacao
de impurezas e sustancias relacionadas. O uso da EC apresenta algumas vantagens
em relacdo a CLAE, tais como, elevada eficiéncia, alta resolugédo, rapidez no
desenvolvimento dos métodos, reduzido consumo de solvente e menor volume de

amostra utilizada e residuo gerado (ALTRIA et al., 1998).

A determinacdo quantitativa do fosfato de sitagliptina em comprimidos
revestidos foi realizada por CLAE e EC. A comparacéao estatistica entre os métodos

propostos foi avaliada através do teste t-student.
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7.1. INTRODUGAO

O teste de dissolugdo é apontado como uma importante ferramenta para a
caracterizacdo de um produto na area farmacéutica. O ensaio de dissolugao fornece
informacdes Uuteis tanto na pesquisa e desenvolvimento, como na producdo e
controle de qualidade de formas farmacéuticas (MARQUES e BROWN, 2002).

A dissolugédo € um ensaio cuja importancia para a industria farmacéutica vem
sendo cada vez mais reconhecida. E aplicavel tanto na pesquisa e desenvolvimento
de produtos, como no controle de qualidade de rotina (MARQUES E BROWN, 2002;
MARCOLONGO, 2003). Este ensaio surgiu como uma valiosa ferramenta no
controle de qualidade para avaliar o desempenho da liberagdo do produto lote-a-lote

e para assegurar a disponibilidade fisiolégica do farmaco (SHAH et al., 1995).

O percentual de dissolucado pode ser influenciado por diversos fatores, dentre
0s quais o processo de fabricacdo da forma farmacéutica, os tipos e quantidades de
excipientes utilizados, o teor de agua e as propriedades fisico-quimicas do farmaco
(SKOUG et al.,, 1997). A selegao criteriosa das condicbes de ensaio deve ser
orientada no sentido de obter o maximo poder discriminativo, resultar na capacidade
de detecgao de eventuais desvios dos padrdes de qualidade inicialmente propostos
e distinguir mudancgas significativas na composicdo ou no processo de produgao
(MANADAS et al., 2002; USP 35, 2012).

A correlagéo in vitro-in vivo (CIVIV) é esperada quando a dissolugéo ¢é a etapa
limitante da absor¢do do farmaco na circulagédo, ou seja, para aqueles com baixa
solubilidade. Por essa razao, se o farmaco é altamente permeavel e a dissolugéo € a
etapa limitante da absorgao (Classe Il), € muito provavel o desenvolvimento de uma
CIVIV. O Sistema de Classificagdo Biofarmacéutico, baseado nestes conceitos,
divide as drogas em quatro categorias: Classe |, Il, Ill e IV. O uso da classificagcao
biofarmacéutica determina se ha ou nao possibilidade de CIVIV (AMIDON et al.,
1995; FDA, 2000). Conforme anteriormente relatado, a literatura pesquisada nao
apresenta a descricdo completa da validagcdo do teste de dissolugéo e estudos de
CIVIV para comprimidos de STG. Diante disso, justifica-se o desenvolvimento e
validacao de um teste de dissolucao a partir de dados de absorcao in vivo obtidos da

literatura para comprimidos do farmaco.
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ESTUDO DA ESTABILIDADE

8.1. INTRODUGAO

A estabilidade de um produto farmacéutico pode ser definida como a
capacidade de uma formulagdo, em uma determinada embalagem, de manter suas
caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgica, terapéuticas e toxicoldgicas. Em
geral, a perda da estabilidade de um produto afeta sua eficacia, segurangca e
aceitabilidade pelo paciente. A perda da poténcia € considerado o efeito mais
importante, sendo 90% do valor rotulado o minimo aceitavel (KOMMANABOYINA e
RHODES, 1999; VADAS, 2000).

De acordo com o ICH (2003), os testes de estabilidade devem ser conduzidos
em duas etapas: testes acelerados e testes confirmatérios. Os testes acelerados de
estabilidade (degradacgao forgada) servem para identificar os fatores que provocam a
degradacdo do farmaco, selecionar os critérios de conducgédo dos testes e para
avaliar a adequabilidade das técnicas analiticas. Os estudos confirmatérios devem
ser realizados para fornecer informagcbes necessarias sobre a manipulagao,
embalagem e rotulagem dos produtos e para verificar se as caracteristicas fisicas,
quimicas, biolégicas e microbiolégicas do produto se mantém durante e,

opcionalmente, depois do prazo de validade esperado (BRASIL, 2005).

O estudo de estabilidade da sitagliptina foi realizado por meio da degradagcao
forcada do farmaco, para o desenvolvimento de métodos analiticos indicativos de
estabilidade e estudos de cinética de degradacdo. A cinética de degradacado da
sitagliptina em meio acido foi determinada para auxiliar o estudo de estabilidade e

conhecer a velocidade da reagao.

Além disso, o objetivo foi isolar os dois produtos de degradagédo formados e

analisa-los por UPLC-UV/MS a fim de determinar a identidade dos compostos.

No presente capitulo serdao apresentados os testes de estabilidade em meio
acido (HCI 2,5 M). Sera descrito o estudo da cinética de degradacado do farmaco
frente a este fator e os métodos de isolamento e identificacdo dos dois produtos de

degradacédo formados.
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O agente hipoglicemiante fosfato de sitagliptina é utilizado para o tratamento do
diabetes melittus tipo 2 e é o primeiro farmaco de uma nova classe terapéutica, os
inibidores da dipeptidil peptidase IV. Embora de grande importancia terapéutica,
ainda ndo apresenta monografia em Cddigos Oficiais. Fato este que destaca a
importancia do estudo que contempla o desenvolvimento de meétodos analiticos,

ensaio de dissolucao e estudo de estabilidade.

A caracterizagdo da substancia fosfato de sitagliptina, utilizada como
referéncia neste estudo, foi realizada por espectrofotometria na regiao do IV,
determinagdo do ponto e da faixa de fusdo, anadlise térmica por calorimetria
diferencial de varredura (DSC), espectrometria de massas e ressonancia magnética
nuclear (RMN "H).

Na analise térmica por DSC, a presencga de impurezas na amostra causa uma
deformagéo no pico, alargando ou diminuindo a faixa de fusdo do produto. O perfil
de um pico puro apresenta-se afilado na analise por DSC (FORD e TINMINS, 1989).
A faixa de fusdo obtida por DSC mostrou-se mais ampla do que a faixa de fusao
encontrada na técnica de determinagao da faixa de fusdo utilizando o equipamento
tipo Koffler. Este alargamento pode ter ocorrido por uma possivel degradagéo,
considerando que a amostra apresentou coloracao levemente amarelada apés as
andlises sob temperatura elevada, ou por impurezas presentes na amostra.
Entretanto, todos os métodos utilizados para a determinacao da faixa ou ponto de
fusdo apresentaram valores semelhantes. Assim, a utilizagdo do DSC ou andlise do
ponto de fusdo pode auxiliar na caracterizacéo do fosfato de sitagliptina, desde que,

sejam empregados testes de identificagdo complementares.

A analise espectrofotométrica na regidao do infravermelho € uma impressao
digital, unica para cada composto (WATSON, 2005). Por esta razao, € um dos
métodos mais empregados para a identificacdo de farmacos, pois € capaz de
diferenciar substancias por menores que sejam as diferengas estruturais, com

excecao de isdbmeros opticos.

Desse modo, através do espectro de absorgcao no infravermelho foi possivel

identificar bandas de grupos funcionais caracteristicos da sitagliptina, as quais
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corroboram com a identificacdo da substancia. A caracterizacao da SQR fosfato de
STG também foi realizada através da RMN 'H e da espectrometria de massas. A
ressonancia magnética nuclear € uma técnica extremamente eficaz para caracterizar
exatamente uma estrutura quimica em matérias-primas (WATSON, 2005). Da
mesma maneira, a espectrometria de massas € uma importante ferramenta para
determinagdes qualitativas e quantitativas de varios componentes de uma amostra,
pois ela fornece informacdes sobre o ion molecular permitindo correlacionar com

caracteristicas estruturais da amostra.

Desse modo, os resultados obtidos nos ensaios de RMN He espectrometria
de massas demonstraram que os sinais obtidos estdo de acordo com as atribui¢cdes

esperadas para a molécula fosfato de sitagliptina.

A identificacdo de substancias por CCD ¢ feita pela comparacao dos fatores
de retengdo da substancia com um padrdo de identidade conhecida (GARCIA,
2007). Esta técnica apresenta-se como uma importante ferramenta na identificagao
de compostos. E de facil execucdo e compreensdo, versatii e de baixo custo.
Permite identificar o farmaco pela simples comparagao entre os valores de fator de
retencéo obtidos (Rf).

Em busca de um valor adequado de Rf e Rx para identificacdo do fosfato de
sitagliptina em comprimidos revestidos, diversos sistemas foram testados, utilizando
diferentes proporgdes de solventes polares e apolares. O sistema eluente mais
apropriado para a identificagdo da STG em comprimidos revestidos foi
metanol:acetonitrila:trietilamina (90:8:2 v/v/v). O desenvolvimento do método por

CCD possibilita uma andlise rapida da presengca da STG em comprimidos revestidos.

A espectrofotometria na regido do UV é um método util na identificacdo de
farmacos, oferecendo também, adequada precisao para determinagdes quantitativas
de farmacos em formulagdes (WATSON, 2005). Os espectros de absor¢ao obtidos
na anadlise da SQR fosfato de sitagliptina e dos comprimidos revestidos por
espectrofotometria na regido do ultravioleta em 207 nm, demonstraram ter perfis
idénticos e valores maximos e minimos de absor¢cao iguais, sugerindo a mesma

identidade das amostras.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia surgiu, essencialmente, como uma
técnica de separacdo, mas com 0Os recursos que apresenta, passou a ocupar um
lugar de destaque como técnica analitica qualitativa e quantitativa (COLLINS et al.,
1997).

O método de eletroforese capilar tem apresentado grande aplicabilidade na
area farmacéutica, observando-se um crescente numero de trabalhos na literatura.
Trata-se de uma técnica rapida e com baixa utilizacdo de solvente, mas cujo
equipamento nao esta acessivel a todos os laboratérios de controle de qualidade
(GARCIA, 2007).

Os resultados obtidos na determinagédo qualitativa por CLAE e também por
EC demonstraram que os tempos de retencdo e migracao para a SQR fosfato de
sitagliptina e para os comprimidos revestidos s&o os mesmos, além disso, os
cromatogramas e eletroferogramas foram idénticos, confirmando a presenga do

fosfato de sitagliptina nos comprimidos revestidos.

A fim de desenvolver e posteriormente validar o método por CLAE, diversos
tipos e propor¢cdes de fase mével foram testadas. Colunas cromatograficas de
diferentes tamanhos (15 e 25 cm) também foram avaliadas. A fase moével mais
adequada foi composta por agua adicionada de 0,3% de trietilamina, pH ajustado
para 4,0 e acetonitrila (75:25 v/v). A adi¢éo da trietilamina na fase movel permitiu a
obtengdo de picos mais simétricos e sem cauda, pois a adicdo de aminas a fase
movel afeta a separacdo de compostos basicos (SNYDER, 1997). Outras fases
moveis também apresentaram bons resultados, no entanto, faziam uso de solugdes
tampéo. A coluna que melhor se adequou a analise foi a Waters-XBridge C8 de 25
cm. Esta coluna possibilitou consideravel melhoria na simetria do pico, fator de
capacidade e numero de pratos teéricos. Durante a validagdo do método por CLAE,
a pureza do pico foi constantemente verificada, e este se mostrou puro em todos os

casos, demonstrando nao haver interferentes na quantificagéo da STG.

Quanto a técnica por eletroforese capilar € possivel afirmar que o método
permite a analise de compostos polares iGnicos e n&o-ibnicos, biomoléculas de
elevada massa molecular e compostos quirais (SANTORO et al., 2000). A EC

permite também a analise de compostos neutros, isso é possivel devido a presenca
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do fluxo eletroosmatico (FEO), o qual é gerado a partir dos grupamentos acidos da
silica (TAVARES, 1995).

No desenvolvimento do método por eletroforese capilar, inUmeros ajustes
foram feitos para estabelecer as condicbes ideais para a validagdo. A composicao
do eletrdlito, voltagem aplicada, dimensdes do capilar, temperatura de analise, modo
e tempo de inje¢cdo da amostra, comprimento de onda s&o alguns dos parametros
qgue devem ser considerados durante o desenvolvimento de um método (WATSON,
2005). A eletroforese capilar em zona livre foi primeiramente testada, no entanto,
nao apresentou resultados satisfatérios em relacéo a simetria do pico, em todas as
analises foi possivel observar a formacédo de cauda acentuada. Testou-se entédo a
MECK como modo de separagcdo. A adicdo de um tensoativo ao eletrdlito
proporcionou parametros adequados de simetria. Utilizou-se entdo o tampao TRIS
adicionado de SDS, com pH ajustado para 10,6. A ultima diluicdo da amostra foi feita
em agua, pois um aumento consideravel e significativo no numero de pratos tedricos
foi observado. A duloxetina na concentragdo de 30.0 pg/ml foi escolhida, apds o
teste de proporcionalidade, entre varios farmacos como padrdo interno. Esta
substancia foi empregada para minimizar a variagéo do sistema de injegao e garantir

a boa reprodutibilidade do método.

Os estudos de degradacdo forgada monitorados por CLAE e EC
proporcionaram o conhecimento dos principais fatores de degradagao e a validagao
de métodos indicativos de estabilidade. Os resultados obtidos nos ensaios de
degradacdo sob condicbes variadas de estresse demonstraram a instabilidade do
fosfato de sitagliptina em condi¢des acidas, basicas, fotoliticas (luz UV-C), térmicas
e oxidativas. Durante esta fase de desenvolvimento do método analitico objetivou-se

decaimento entre 5 a 20% do farmaco, evitando uma degradagédo muito drastica.

A avaliacdo da cinética de fotodegradacao da STG foi realizada frente a luz
UV-C. A degradacédo na luz UV-A, de menor energia, também foi examinada, no
entanto, ndo houve decaimento consideravel na area da solugdo amostra sob esta

condigao.

A cinética de fotodegradacdo da STG foi verificada a partir dos resultados

obtidos no estudo preliminar de estabilidade. O estudo da cinética de degradacao é
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fundamental para o estudo da estabilidade de preparacdes farmacéuticas. Apresenta
como objetivos obter, experimentalmente, os dados cinéticos e correlacionar, por
equacdes matematicas, além de propor mecanismos para as reagdes de
degradacédo e estabelecer condigbes para acelerar ou diminuir a velocidade das
reacdes (NUDELMAN, 1975). As reagdes podem ser de ordem zero, primeira ordem
ou segunda ordem. A ordem da reagao € uma grandeza experimental determinada a
partir da lei de velocidade da reacdo quimica, verificando-se a concentragio
remanescente de amostras retiradas do decorrer do tempo (NUDELMAN, 1975). Em
concordancia com a avaliagdo dos coeficientes de determinacao, foi possivel
concluir que a fotodegradacao da STG obedece a uma cinética de segunda ordem
(R?=0,9838).

De forma complementar, o teste de citotoxicidade foi realizado frente a células
mononucleares humanas, empregando solugdes de fosfato de STG degradadas em
condicodes fotoliticas (luz UV-C). O rompimento da célula e a posterior liberagdo do
LDH intracelular demonstram potencial citotoxico. Amostras de fosfato de STG com
concentragao inicial a partir de 50.0 pg/ml apresentaram importante efeito citotdxico,

no entanto, este efeito ndo aumenta proporcionalmente a concentragao do farmaco.

Os métodos analiticos propostos por CLAE e EC foram comparados
estatisticamente. Os resultados da precisdo dos métodos foram comparados
utilizando o teste t-student para amostras independentes e variancias equivalentes.
Na comparagdo das metodologias validadas, o valor do t calculado apresentou-se
menor que o t tabelado (tcaicuiado=0,0333 e t0534) = 2,032), indicando que os

métodos sao equivalentes.

A dissolugcdo é um teste cuja importancia para a industria farmacéutica vem
sendo cada vez mais reconhecida. E aplicavel tanto na pesquisa e desenvolvimento
de produtos, como no controle de qualidade de rotina (MARQUES e BROWN, 2002;
MARCOLONGO, 2003). Apesar de nao ter sido encontrada a classificacdo da
sitagliptina no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico, pode-se inferir que o
farmaco seja de Classe |, visto que apresenta alta solubilidade e biodisponibilidade
de 87%.
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A partir destas informagdes, diferentes meios com distintos valores de pHs,
foram testados no desenvolvimento do método para os comprimidos revestidos de
fosfato de sitagliptina. A velocidade de agitagao também foi alterada para verificar a

influencia deste fator na liberagao do farmaco da formulacao.

Para o desenvolvimento do teste de dissolugao, foi necessario considerar a
solubilidade do farmaco no meio de dissolugdo, bem como sua estabilidade no
mesmo. A condicdo que forneceu uma liberagao gradual do componente ativo da
formulacao farmacéutica apresentou a seguinte composicdo: tampao fosfato de
potassio pH 6,8, pas a 50 rom e 900 ml de meio. A STG mostrou-se bastante
soluvel em todos os meios testados e sua estabilidade foi determinada no meio
escolhido, tampéao fosfato pH 6,8. O farmaco manteve-se estavel por pelo menos 24
h na temperatura de 37 £ 0.5 °C.

Métodos desenvolvidos para a determinacao quantitativa de farmacos em
matéria-prima e produtos acabados sao geralmente adaptaveis para o uso na
determinagdo da quantidade de farmaco dissolvida em ensaios de dissolugao
(SKOUG et al., 1997). Desse modo, o método validado por CLAE serviu para esta
finalidade. A validacdo do método proposto mostrou que este é especifico, linear,
preciso e exato. A partir dos dados in-vivo obtidos na literatura foi possivel associar
a fracdo absorvida com a fragao dissolvida (BERGMAN et al., 2007). Ressalta-se
ainda que, um perfil de dissolugdo mais lento, frequentemente, apresenta maior
poder discriminativo, podendo ser empregado no controle de qualidade de

formulagdes e processos.

O estudo da estabilidade do fosfato de sitagliptina foi realizado por meio da
degradacéo forgada do farmaco para o desenvolvimento dos métodos indicativos de
estabilidade. Testes preliminares de estabilidade haviam demonstrado que o meio
acido (HCI 1 M) nao apresentava-se como um fator importante para a degradagao
entretanto, aumentando-se a concentracdo do acido e expondo a amostra ao calor,
foi possivel observar a formagao de dois produtos de degradacao maijoritarios.
Apesar de ser um fator interessante, ndo havia dados sobre a velocidade das
reacdes. Desse modo, realizou-se o estudo da cinética de degradacao da sitagliptina
nesta condigdo de estresse (HCI 2,5M — 60 °C), a fim de auxiliar os estudos de

isolamento posteriores. A condi¢ao acida foi a escolhida para o isolamento, pois, sob
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esta condigcédo, foi possivel observar a formagdo de dois produtos majoritarios,
enquanto que, em outros meios ocorria a formagdo de varios produtos de

degradacédo em quantidades menores.

Os testes de degradacdo em meio acido iniciaram sem a presencga de calor,
entretanto, o processo demonstrou ser muito lento. A fim de acelerar a degradacgao,
submeteu-se a amostra a condi¢ao acida (HCI 2.5 M), na presenga de calor (60 °C),
durante 6 horas. Esta estratégia reduziu consideravelmente o tempo do

experimento.

A velocidade da reacéao foi determinada através da cinética de degradagao no
meio escolhido para o estudo da estabilidade e permitiu entender quanto do farmaco
permanecia intacto e quando foi degradado com o decorrer do tempo. Os resultados
apontaram uma degradacao superior da solugao de STG substancia quimica de
referéncia quando comparada a solugao dos comprimidos revestidos apds 6 horas
de exposigcdo. Observou-se aproximadamente 30% de degradagdo do farmaco na
solugdo de STG SQR e aproximadamente 20% para a solugdo amostra dos

comprimidos revestidos.

A anadlise dos coeficientes de determinagao obtidos para cada reta tragada
indicou que o processo de degradacdo da sitagliptina pode ser descrito por uma
cinética de segunda ordem, tanto para a substancia quimica de referéncia quanto
para os comprimidos revestidos. De forma interessante, o estudo da cinética de
fotodegradagao da sitagliptina em solugdo aquosa frente a luz UV-C, descrito por
LANGE e colaboradores em 2011, demonstra seguir a mesma ordem de reagao

determinada em meio acido.

As amostras em contato com HCI 2.5 M a 60°C foram retiradas em intervalos
de tempo pré-determinados, neutralizadas e analisadas por HPLC. Foi possivel
observar a formacéao de dois picos referentes aos produtos majoritarios principais. O
método por HPLC anteriormente descrito e validado foi utilizado para quantificar a

sitagliptina durante a cinética de degradacéao.

A etapa de isolamento pode ser considerada a mais complexa dentro de um
estudo de estabilidade, pois diversos fatores podem interferir e devem ser avaliados

para se obter a melhor técnica e condigdo para o isolamento e identificacdo dos
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produtos formados. O método por CLAE necessitou ser otimizado para a utilizacao
em UPLC-UV/MS. O método foi entdo ajustado a fim de separar e possibilitar a
coleta dos produtos de degradagédo formados, denominados DP1 e DP2. A unica
mudanga ocorreu na fase movel, a qual foi composta somente por agua pH 4,0
(ajustada com acido formico) e acetonitrila em gradiente. Procedeu-se entdo a
analise por UPLC-UV/MS das quatro solugdes: Solugcdo de STG SQR, solucédo STG

comprimidos revestidos, solu¢cdo DP1 isolado e solucdo DP2 isolado.

Essa técnica por UPLC-UV/MS une a grande capacidade de separacao da
CLAE com a sensibilidade e seletividade do detector de massas. Os espectros de
massas resultantes possibilitaram a identificagdo dos produtos de degradagao
formados e isolados, com base no ion molecular e também permitiram sugerir a

reagao quimica da sitagliptina em meio acido.

Na identificacdo do DP1, a presenga do ion molecular com m/z 193.08 sugere
gue estamos diante do mesmo produto de degradagao formado em meio basico, o
qual foi isolado e identificado por El-Bagary e colaboradores em 2011. Além da
similaridade do espectro de massas também podemos observar semelhanca entre
os espectros de UV apresentados. O DP1 é apresentado como 3-(trifluorometil)-
5,6,7,8-tetra-hidro [1,2,4] triazolo [4,3-a] pirazina.

O produto DP2, denominado ((3R)-3-amino-4-acido (2,4,5-trifluorofenil)
butandico), possui o ion molecular com m/z 234.08, o qual perde um fragmento
(C2H40) originando o pico de m/z 174.05.

O efeito citotoxico da solugdo composta pelos produtos de degradagao
formados foi avaliado frente a células mononucleares e permitiu concluir que a
solugcao composta por DP1 e DP2 nao apresenta efeito citotoxico na faixa de 10,0 a
250,0 pg/ml. O ensaio de citotoxicidade permite detectar danos em nivel da
membrana celular, consequente, quanto maior a perda da integridade membranar,
maior o sinal espectrofotométrico. Se ndo ocorrer dano membranar, como € o caso
da amostra composta pelos DP1 e DP2, a LDH permanece intracelularmente, ndo

ocorrendo reacao.
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% A caracterizacdo da SQR por espectrofotometria na regido do IV,
RMN 'H e espectrometria de massas demonstrou que ela é adequada
para ser utilizada como padrao. As técnicas por DSC, faixa e ponto de
fusdo, sdo adequadas para a caracterizacdo, desde que,

acompanhadas de outros testes de identificagao;

+» Os métodos propostos para a identificacdo da STG nos comprimidos
revestidos, dentre eles, CCD, UV, CLAE e EC, mostraram-se

adequados para a finalidade pretendida;

s A metodologia proposta por CLAE e EC apresentou especificidade,
linearidade, precisdo, exatiddao e robustez adequadas. Os métodos
denominados indicativos de estabilidade demonstraram ser
apropriados para a determinagcao quantitativa do fosfato de sitagliptina

em comprimidos revestidos;

% A cinética de fotodegradacao do fosfato de STG obedeceu a cinética
de segunda ordem, fato comprovado apds comparagdao dos

coeficientes de determinagao obtidos;

s A determinacdo do potencial citotdxico das amostras de STG
degradadas frente a luz UV-C foi realizado e permitiu verificar que as
amostras com concentragdes iniciais acima de 50.0 yg/ml apresentam

potencial efeito citotoxico;

+» A analise da especificidade dos métodos por CLAE e EC permitiu obter
dados que possibilitam verificar qual fator de estresse causa maior
degradacéo. Estas informagdes auxiliaram o estudo da estabilidade do

fosfato de sitagliptina.

+» O desenvolvimento do ensaio de dissolucao, utilizando tampao fosfato
de potassio pH 6,8 e pas a 50 rpm, forneceram resultados adequados

para a especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo do método. A
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partir dos resultados obtidos foi possivel sugerir uma possivel

correlacao in vitro — in vivo.

Os resultados obtidos na avaliacdo da cinética de degradacédo da
sitagliptina em meio acido (HCI 2,5 M — 60 °C) indicam tratar-se de

uma reacgao de segunda ordem.

O método por UPLC-UV/MS permitiu a andlise do farmaco e dos
produtos de degradacgado isolados, permitindo propor a reacdo e a

estrutura quimica dos compostos;

% Sugere-se que os compostos 3-(trifluorometil)-5,6,7,8-tetra-hidro [1,2,4]

triazol [4,3-a]pirazina e (3R)-3-amino-4-acido (2,4,5-trifluorofenil)
butandico sejam os produtos de degradagdo denominados DP1 e DP2

respectivamente.

No ensaio de citotoxicidade frente a células mononucleares humanas,
a solucao contendo os dois produtos de degradagdo, denominados
DP1 e DP2, ndo apresentou efeito citotdxico na faixa de concentragao
de 10-250 pg/ml.
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