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RESUMO

A vildagliptina (VLG) e o cloridrato de metformina (MET) sdo farmacos utilizados no
tratamento da diabetes mellitus tipo 2. Esses farmacos podem ser utilizados como
monoterapia ou em associacdo como terapia complementar. A andlise de farmacos
dentro da area do controle de qualidade € essencial para averiguar se 0sS
medicamentos comercializados sdo seguros e confiaveis do ponto de vista
terapéutico e farmacologico. Existem poucos relatos de determinacdo quantitativa e
de estudo de estabilidade encontrados na literatura para a VLG em comprimidos e
também para a VLG em associacdo com metformina em comprimidos revestidos.
Desse modo, o objetivo desse trabalho foi desenvolver e validar métodos analiticos
gualitativos e quantitativos, tanto para a VLG quanto para a determinagdo dos
farmacos em associacdo, realizar o estudo da estabilidade e ensaios de dissolugéo
(utilizando os métodos de CLAE e UV derivada para avaliacdo). Métodos analiticos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC) foram
desenvolvidos e validados para a determinagéo de VLG em comprimidos e de VLG
em associagdo com MET em comprimidos revestidos. Os resultados encontrados
foram adequados, de acordo com o preconizado pelos guias oficiais nacionais e
internacionais, e 0os métodos foram considerados validados. Esse trabalho ainda,
apresenta o desenvolvimento e validacdo de método analitico por cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM/EM) para andlise dos
referidos farmacos em associacdo e identificacdo dos produtos de degradacéo
formados a partir das principais condicdes de degradacdo as quais os farmacos
foram suscetiveis. Ainda, avaliou-se a citotoxicidade em células mononucleares
humanas desses produtos de degradacdo os quais ndao demonstraram potencial
citotoxico. Além disso, foram desenvolvidos e validados dois métodos de dissolucdo
(um para VLG em comprimidos e outro para VLG em associagdo com MET) pelos
guais foi possivel realizar o controle de qualidade das formas farmacéuticas a partir
dos perfis de dissolucdo dos farmacos nos meios selecionados. Os resultados
obtidos pelos métodos foram comparados estatisticamente por ANOVA, que indicou

ndo haver diferengas estatisticas significativas entre os métodos propostos.

Palavras-chave: vildagliptina, cloridrato de metformina, cromatografia liquida de alta
eficiéncia, eletroforese capilar, ensaio de dissolu¢cdo, UV derivada, espectrometria de

massas, citotoxicidade, produtos de degradacéao, validacao.
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ABSTRACT

Vildagliptin (VLG) and metformin hydrochloride (MET) are drugs used in the
treatment of type 2 diabetes mellitus. These drugs may be used as monotherapy or
as adjunctive therapy. The analysis of drugs in the area of quality control is essential
to establish whether the marketed drugs are safe and reliable in terms of therapeutic
and pharmacological aspects. Few reports were found for quantitative determination
and stability study in the literature for VLG in tablets and also to VLG in association
with metformin in coated tablets. Thus, the aim of this study was to develop and
validate qualitative and quantitative analytical methods for both VLG and for the
determination of drugs in association, to perform study of stability and dissolution
tests (using HPLC and derivative UV spectrophotometric methods for this evaluation).
Analytical methods by high performance liquid chromatography (HPLC) and capillary
electrophoresis (CE) were developed and validated for the determination of VLG
tablet and VLG in association with MET in coated tablets. The results found were
adequate, according to nacional and international official guides, and the methods
were considered validated. This work also performed the development and validation
of an analytical method by liquid chromatography coupled to mass spectrometry
(HPLC-MS/MS) for pharmaceutical analysis for both studied drugs and identification
of degradation products formed in the main degradation condition which both drugs
are susceptible. Moreover, it was performed the cytotoxicity evaluation for
degradation products against human mononuclear cells and these products did not
demonstrate potential cytotoxicity. Furthermore, were developed and validated two
dissolution methods (one for VLG in tablet formulation and another for VLG in
association with MET) which was possible to perform the quality control for the
pharmaceutical dosage forms as from dissolution patterns of theses drugs in the
selected dissolution medium. The results of the methods were statistically compared
using ANOVA that showed no statistically significant differences between the

proposed methods.

Keywords: vildagliptin, metformin hydrochloride, high performance liquid
chromatography, capillary electrophoresis, dissolution test, derivative UV
spectrophotometry, mass spectrometry, cytotoxicity, degradation products, validation.
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1. INTRODUCAO

Diabetes é uma doencga cronica que ocorre quando o pancreas nao produz
insulina suficiente ou quando o corpo ndo pode utilizar eficazmente a insulina que
produz. A hiperglicemia € um efeito comum da diabetes descompensada e, a longo
prazo, leva a sérios danos no organismo, especialmente aos nervos e aos vasos
sanguineos (JONES et al., 2009).

De acordo com os ultimos dados, cerca de 366 milhdes de pessoas no mundo
possuem diabetes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011). Os dados
indicam que a diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) pode ser cerca de 8 a 10 vezes mais
comum que o tipo 1. Alguns estudos mais recentes apontam para a presenca de 12
milhdes de pessoas com diabetes no Brasil, das quais 50% desconhecem que tem a
doenca (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009).

Dentre as abordagens farmacologicas que podem ser utilizadas para o
tratamento da DM-2 est&o os inibidores da enzima dipeptidilpeptidase-4 (DPP-4), tal
como a vildagliptina (VLG) e os redutores da neoglicogénese, como a metformina
(MET). Para alcancar o controle glicémico ideal, muitos pacientes necessitam de
tratamento com mais de um farmaco hipoglicemiante (YARDIMCI & OZALTIN, 2005;
HENNESS & KEAM, 2006). A vildagliptina melhora o controle glicémico em
pacientes com DM-2 quando utilizada em monoterapia (PI-SUNYER et al., 2007) ou
como terapia complementar em combinacdo com metformina (BOSI et al., 2007,
BOLLI et al., 2009). O medicamento contendo VLG em comprimidos (Galvus®) e
VLG em associacdo com MET em comprimidos revestidos (GalvusMet®) foram
aprovados na Europa e, desde 2007, estdo disponiveis e aprovados no Brasil, pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para o tratamento dessa

enfermidade.

Para garantir a qualidade, seguranca e eficacia dos medicamentos, é
essencial atender a requisitos regulamentares visando o constante monitoramento e
avaliacdo dos farmacos em todas as fases do desenvolvimento farmacéutico. Para
isso, o desenvolvimento e a validacdo de métodos que atendam as exigéncias das
aplicagbes analiticas e assegurem a confiabilidade e a reprodutibilidade dos
resultados torna-se fundamental (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2013).



Diante do exposto, reforca-se a importancia desse trabalho uma vez que a
falta de métodos confiaveis para avaliacdo da qualidade dos produtos farmacéuticos
limita a eficiéncia dos programas de validacdo e da vigilancia desses produtos.
Somente a validacdo de métodos analiticos, utilizados para avaliar a qualidade dos
farmacos juntamente com o estudo dos fatores que afetam a estabilidade dos
mesmos, assim como, a identificacdo dos produtos de degradacdo e a analise da
toxicidade, garantindo a administracdo terapéutica dos medicamentos de maneira
segura e eficaz evitando, assim, efeitos adversos e diminuicdo da atividade

farmacoldgica.

Considerando o exposto, destaca-se que foram encontrados poucos registros
disponiveis de métodos para determinacdo quantitativa de VLG e MET em produto
acabado. Também, verificou-se, que ndo existem estudos publicados sobre a
estabilidade de ambos na forma farmacéutica comercializada, assim como, das

condi¢cBes para avaliacao da dissolucdo dos mesmos.

Dessa forma, justificam-se o desenvolvimento e a validacdo de métodos
analiticos de modo a avaliar a qualidade dos farmacos em comprimidos revestidos,
assim como estudar a dissolucao e a estabilidade desses compostos, aprimorando e
contribuindo a area de controle da qualidade visando garantir a seguranca e eficacia

dos medicamentos comercializados no pais.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar métodos analiticos capazes de determinar o teor de
vildagliptina em comprimidos bem como sua associagdao com metformina, avaliar a

estabilidade das formulacGes e toxicidade dos produtos de degradacéo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e validar métodos analiticos através de:

— EC/UV e CLAE/UV para avaliagdo de comprimidos contendo vildagliptina e

contendo vildagliptina em associagédo com metformina;

— CLAE-EM/EM para determinacdo simultdnea de comprimidos revestidos

contendo vildagliptina e metformina;

e Caracterizar a estabilidade dos farmacos frente a diferentes condi¢cdes de

estresse;

e Identificar os principais produtos de degradacdo dos farmacos por CLAE-
ESI/EM;

e Avaliar o potencial citotéxico das amostras contendo os farmacos apos

degradacdo frente as amostras dos farmacos integros;

e Desenvolver e validar o método de dissolucdo dos comprimidos de

vildagliptina e dos comprimidos revestidos de vildagliptina e metformina;

e Desenvolver e validar o método por CLAE (VLG e associacao de VLG e MET)
e UV derivada (VLG) para avaliagdo quantitativa dos farmacos nos testes de

dissolugéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. ASPECTOS GERAIS

A DM-2 causa cerca de 5% de todas as mortes a cada ano no mundo (JONES et
al., 2009). Essa patologia € considerada uma das grandes epidemias mundiais do
século XXI e problema de saude publica, tanto nos paises desenvolvidos como em
desenvolvimento. As crescentes incidéncia e prevaléncia sdo atribuidas ao
envelhecimento populacional, aos avancos terapéuticos no tratamento da doenca,
mas, especialmente, ao estilo de vida atual, caracterizado por inatividade fisica e
habitos alimentares que predispdem ao acumulo de gordura corporal (PERES et al.,
2006; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2011).

A DM-2 é considerada uma doenca crbnica de etiologia multipla que altera a
qualidade de vida dos individuos afetados e envolve indmeros defeitos
fisiopatoldgicos. Dentre eles, estd o comprometimento da funcdo das ilhotas de
Langerhans (pancreas) e da resisténcia a insulina que resultam em intolerancia a
glicose e producédo inadequada da glicose hepatica em jejum (HALIMI et al., 2008;
SRINIVASAN et al., 2008).

O padrao de diabetes varia consideravelmente de acordo com o status
econdmico dos paises. Para os paises desenvolvidos, a maior parte das pessoas com
diabetes tém idade maior de 60 anos, enquanto que para 0S paises em
desenvolvimento a maioria das pessoas com diabetes estdo na faixa etaria entre 40 e
60 anos. Segundo estimativas, o crescimento e 0o envelhecimento populacional e a
urbanizacdo, associadas com mudanca no estilo de vida, tendem a conduzir um
aumento de 54% no numero de pacientes com diabetes no mundo todo para 2030
(SHAW et al., 2010).

Ha duas classificacdes atuais para a diabetes que baseiam-se na etiologia da
doenca e ndo no tipo de tratamento. Na DM tipo 1 o paciente € insulino-dependente,
isto é, ndo produz insulina e precisa receber insulina para manter os niveis adequados
de glicose no sangue. A DM tipo 1 resulta primariamente da destruicdo das células
beta pancreaticas e tem tendéncia a cetoacidose. Inclui casos decorrentes de doenca
auto-imune e aqueles nos quais a causa da destruicdo das células beta ndo é

conhecida. Na DM tipo 2 o paciente produz insulina em quantidades insuficientes e o
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organismo desenvolve resisténcia aos efeitos da insulina. A maioria dos pacientes tem
excesso de peso e a cetoacidose ocorre apenas em situacdes especiais, como
durante infeccbes graves. A DM tipo 2 resulta, em geral, de graus variaveis de
resisténcia a insulina e deficiéncia relativa de secrecdo de insulina (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2000; WHO, 2012).

Aproximadamente metade dos portadores de diabetes tipo 2 desconhecem sua
condicdo, uma vez que a doencga € pouco sintomética. Por ser pouco sintomatica a
DM-2, na maioria das vezes, permanece por muitos anos sem diagndstico e sem
tratamento o que favorece a ocorréncia de suas complicagcbes no coracdo e no
cérebro. O diagndéstico precoce do diabetes é importante pois o tratamento evita 0
agravamento do quadro. Quando presentes, 0s sintomas mais comuns S80: mic¢ao e
sede excessivas, aumento do apetite, perda de peso, cansaco, vista embacada ou
turvacao visual, infeccdes frequentes, sendo as mais comuns, as infeccbes de pele
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2012).

Para alcancar o controle glicémico, no tratamento dessa doenca s&o
consideradas modificacdes no estilo de vida, incluindo ajustes na dieta e aumento da
atividade fisica. Porém, o controle da DM-2 se torna cada vez mais dificil, uma vez que
a doenca vai progredindo e os pacientes adquirem mdultiplas comorbidades. Nesse
contexto, se faz necessario optar por um tratamento farmacoldgico para retardar ou
inibir o desenvolvimento dos sintomas decorrentes da doenca (FONSECA et al., 2007,
AHREN, 2008).

3.2. FARMACOS HIPOGLICEMIANTES

Os agentes hipoglicemiantes orais atuam por diferentes mecanismos de acéo:
os chamados secretagogos de insulina (sulfonilureias e glinidas), os sensibilizadores
da insulina (tiazolidinodionas), os redutores da neoglicogénese (biguanidinas), os
inibidores da absorcao rapida de carboidratos (inibidores da a-glicosidase) e a insulina
(LOPES et al., 2012).

Devido as alteragfes fisiopatoldgicas que podem estar associadas com a DM-2,
a utilizacdo de medicamentos que atuam com diferentes mecanismos de agéo, nas
diversas fases de tratamento da doenca, as vezes é necessaria para a manutencao

adequada do tratamento. Na Tabela 3.1, estdo apresentadas as classes de agentes
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hipoglicemiantes atualmente disponiveis, seus mecanismos de acdo, assim como

suas vantagens e desvantagens (limitacdes).

Tabela 3.1. Lista das substancias utilizadas no tratamento da DM-2.

Classe Farmacos Mecanismo de Via de Vantagens | Desvantagens
acao administracéo
Sulfonilureias Glicazida Estimulo da Oral Seguranga a Hipoglicemia
(BOLEN et al., Glipizida secregdo de insulina longo prazo Ganho de peso
2007; NATHAN et Glimepirida por ligacéo a Baixo custo Necessidade de
al., 2009) Glibenclamida receptores das monitoramento da
células B- glicose sanguinea
pancreéticas
Biguanidas Metformina Redugéo da Oral Seguranga a Efeitos
(GALLEGO, 2006; resisténcia a insulina longo prazo gastrointestinais
SCHWARTZ et al., no figado, tecido Neutralidade indesejaveis
2006; LIBBY et al., adiposo e outros de peso
2009) tecidos periféricos Baixo risco de
com inibicdo da hipoglicemia
gliconeogénese Baixo custo
hepética
Meglitinidas Nateglinida Ligagédo a receptores Oral Rapida e curta | Poucos dados de
(RAMALHO et al., Repaglinida das células B- duragdo seguranca a longo
2006). pancreéticas Adequada prazo
para uso Ganho de peso
prandial Hipoglicemia
Necessidade de
monitoramento da
glicose sanguinea
Inibidores da o- Acarbose Inibicdo da Oral Neutralidade Efeitos
glicosidase Miglitol degradagéo de de peso gastrointestinais
(SRINIVASAN, carboidratos no Baixo custo indesejaveis
2008; LOPES et al., intestino
2012)
Tiazolidinodionas Pioglitazona Aumento da Oral Baixo risco de Seguranga a

(BOLEN et al.,
2007; NISSEN &

WOLSKI,  2007;
NISSEN &
WOLSKI,  2010;
FDA, 2010)

sensibilidade a
insulina no masculo
e figado
Aumento da
adipogénese e
reducéo de 4cidos

graxos livres

hipoglicemia
Pode reduzir
a pressao

sanguinea

longo prazo néo
estabelecida:
risco de ganho
de peso, edema,
insuficiéncia
cardiaca e
fraturas 0sseas
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(ALFONSO &
ARIZA, 2008;
HOOGWEREF et al..,
2008; WEINERT et
al., 2010; LOPES et
al., 2012).

secrecgdo de
glucagon poés-
prandial

Incretinomiméticos Exenatida Aumento da Injecdo Perda de Desconhecida
(AMORI et al., Liraglutida secrecgdo de subcutanea peso seguranca a
2007; TODD et al., insulina e Baixo risco de longo prazo
2007; BUSE et al., diminuicéo da hipoglicemia Efeitos
2009; GILBERT et secrecdo de (se ndo gastrointestinais
al., 2009; MONAMI glucagon combinadas indesejaveis
et al., 2009) com Evitar quando

sulfoniluréias) insuficiéncia

renal
Inibidores da DPP-4 Sitagliptina Aumento da Oral Neutralidade Desconhecida
(DOUPIS & VEVES, Vildagliptina concentracéo de de peso seguranca a longo
2008; SRINIVASAN Saxagliptina incretinas endégenas Baixo risco de prazo
et al., 2008; hipoglicemia
NATHAN et al., (se ndo
2009) combinadas
com

sulfoniluréias)

Anélogos da amilina Pramlintida Supresséo da Injecdo subcutédnea | Perda de peso Desconhecida

seguranca a longo
prazo
Aumenta risco de
hipoglicemia
associada a
insulina
Somente usada

com insulina

Insulina

(DEL PRATO et al.,
2009; HEMKENS et
al., 2009)

Rapida, curta,
longa e
intermediéria

duragéo

Diminui¢éo da
glicose hepatica,
aumento do uso

periférico e
diminuicdo da lipdlise

Injecdo subcutanea

Glicemia

sustentada

Ganho de peso
Hipoglicemia
Necessidade de
monitoramento da
glicose sanguinea
Retencgéo de
liquidos

*Continuacdo

3.2.3. Metformina

Da classe das biguanidinas, a metformina (Figura 3.1) € o Unico representante

disponivel atualmente. Esse farmaco foi introduzido no tratamento da DM-2 no final da

década de 50 na Europa e na metade da década de 90 nos EUA. Atua através da

reducédo da resisténcia a insulina no figado, tecido adiposo e outros tecidos periféricos,
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com consequente inibicdo da gliconeogénese hepética (BOSI et al., 2009; NATHAN,
2009).

Figura 3.1. Estrutura quimica do cloridrato de metformina.
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Assim, seu principal efeito ocorre sobre a glicemia de jejum, sem acarretar
hipoglicemia. Diferentemente do que ocorre nas outras classes de farmacos
hipoglicemiantes, a metformina ndo esta associada ao ganho de peso e pode até
mesmo reduzir o peso nos pacientes (GALLEGO, 2006; LIBBY et al., 2009).

Como efeitos colaterais, nausea, diarreia e dor abdominal acometem até um
terco dos pacientes. Para minimizar esse efeito deve ser introduzida gradualmente e
administrada durante as refei¢cdes, podendo resultar em melhor tolerancia em até 90%
dos pacientes com uso continuado (SCHWARTZ et al., 2006).

A metformina possui absor¢céo incompleta, pois aproximadamente 30% da dose
€ eliminada diretamente nas fezes. A biodisponibilidade oral € de 40% a 60% e nao
sofre metabolizacdo sendo excretada inalterada pelos rins. Nao foram encontrados
metabdlitos ou conjugados da metformina que tenham sido identificados (CAMPBELL
et al., 1996; SETTER et al., 2003).

3.2.4. Vildagliptina

A vildagliptina possui baixo risco de causar hipoglicemia, mantém o peso
normal e, em geral, é bem tolerada. A adigcdo de vildagliptina amplia a gama de
opcOes de tratamento disponiveis e, como tal, oferece maior potencial para o manejo
de pacientes com DM-2 que ndo sado adequadamente controlados em monoterapia
utilizando outros farmacos (MATHIEU, 2008; KEATING, 2010).
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A vildagliptina (Figura 3.2) € indicada na Unido Europeia e em outras partes do
mundo para o controle da DM-2 em combinagdo com metformina, sulfonilureia ou
tiazolidinediona em pacientes com controle glicémico inadequado pela utilizacdo de
monoterapia e ja esta disponivel, no mercado, em combinacdo com metfomina
(CROXTALL & KEAM, 2008; BOLLI et al., 2009; MATTHEWS et al., 2010).

Figura 3.2. Estrutura quimica da vildagliptina.
HO
NH

pd

|\
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A vildagliptina € um rapido e seletivo inibidor da DPP-4, enzima que é
responsavel pela inativacdo das incretinas hormonais, peptideo 1 semelhante ao
glucagon (GLP-1) e polipeptideo insulinico dependente de glicose (GIP), que
desempenham um papel fundamental na manutencdo da homeostase da glicose. O
farmaco melhora a hiperglicemia principalmente, prolongando a meia-vida de GLP-1 e
GIP e reforcando, assim, sua acdo sobre as células das ilhotas pancreaticas,
promovendo a secrecdo de insulina dependente de glicose e suprimindo a secre¢ao
inadequada de glucagon (Figura 3.3). Além disso, parece atenuar o declinio da fungéo
das células B dependentes de glicose e melhorar a sensibilidade a insulina
aumentando, também, a sensibilidade das células-a para glicose (CROXTALL &
KEAM, 2008, EMEA, 2007).

16



Figura 3.3. Mecanismo de acéo dos inibidores da DPP-4.
(Fonte: Sociedade Brasileira de Diabetes, 2012)
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A vildagliptina é rapidamente absorvida com uma biodisponibilidade oral
absoluta de 85%. Os metabdlitos sdo a principal rota de eliminacdo em humanos,
totalizando 69% da dose. O principal metabdlito, LAY151, é farmacologicamente
inativo e € um produto de hidrélise do grupamento ciano da molécula, correspondendo
a 57% da dose, seguido pelo produto da hidrélise da amida (4% da dose) (ANVISA,
2014a).

3.2.5. Associacéo entre vildagliptina e cloridrato de metformina

A terapia com vildagliptina em combinacdo com metformina € muito
interessante, pois essas substancias possuem mecanismos de acdo complementares.
A metformina reduz a producdo hepatica de glicose e melhora a sensibilidade a
insulina, enquanto que a vildagliptina aumenta os niveis de GLP-1 estimulando a

secrecéo de insulina e inibindo a secrecéo de glucagon (FILOZOF & GAUTIER, 2009).

A associacao de cloridrato de metformina, que aumenta a absorcéo de glicose
nos tecidos periféricos e reduz a gliconeogénese hepatica, com vildagliptina oferece
uma abordagem terapéutica racional para o tratamento da DM-2 (YARDIMCI &
OZALTIN, 2005; HENNESS & KEAM, 2006), ou seja, ndo aumenta o risco de
hipoglicemia e ndo promove ganho de peso, um dos efeitos adversos comuns em
outras combinacdes de antidiabéticos orais (GALLWITZ, 2007; GALLWITZ, 2010).
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3.3. METODOS ANALITICOS

A utilizacdo de métodos analiticos é fundamental para que o controle de
gualidade possa garantir seguranca, eficacia e qualidade totais para um determinado
medicamento (GOROG, 2007).

A capacidade de um método analitico deve ser demonstrada de forma a garantir
a qualidade, seguranca e eficacia dos produtos farmacéuticos. Para isso, 0 método
deve ser validado adequadamente para garantir a adequabilidade da metodologia para
sua finalidade (ROZET et al., 2007).

Atualmente os orgaos reguladores do Brasil e de muitos outros paises exigem a
validacdo de metodologias analiticas para registro de novos produtos e, para isso, a
maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que séo diretrizes a serem
adotadas no processo de validacdo. Para que um estudo de validacdo seja conduzido
com sucesso, é necessario que se tenha amplo conhecimento da legislacéo, referente
aos farmacos em estudo, e das diretrizes propostas pelas agéncias reguladoras que
atuam na area em questdo juntamente com um bom planejamento da técnica a ser
adotada. Os parametros fundamentais para se avaliar o desempenho analitico sédo
especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, limites de deteccdo e
quantificacdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2013; BAJAJ et al., 2012).

3.3.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

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

Esta técnica garante a separacdo de substancias que compdem uma mistura
contanto que se possua um detector apropriado para permitir a identificacdo e
determinacdo quantitativa dos compostos. A base da separacdo consiste nas
diferencas de afinidade dos componentes da mistura com a fase estacionaria e a fase
movel (KUCHARSKA & GRABKA, 2010).
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A espectrometria de massas em combinacdo com a CLAE (CLAE/EM) tornou-se
o principal método de analise de misturas em pesquisa e desenvolvimento
farmacéuticos. Neste contexto, a caracterizagao estrutural de impurezas e produtos de
degradacdo € parte integrante do desenvolvimento de produtos farmacéuticos. A
CLAE/EM combina a alta resolucdo da CLAE juntamente com a deteccdo e a
capacidade de caracterizacdo do espectrometro de massas (KAZAKEVICH &
LOBRUTTO, 2007).

Avancos recentes em meétodos de ionizacdo e espectrometros de massas
resultaram na utilizacdo dessa poderosa técnica no estudo de farmacos. O interesse
da cromatografia liquida acoplada a um detector de massas se justifica principalmente
pela falta de um detector universal para CLAE. Geralmente, sua aplicacao € orientada
para a determinacdo e identificacdo de farmacos em misturas complexas (JENA,
2011).

3.3.2. Eletroforese capilar (EC)

A EC é uma técnica de separacdo extremamente Util para analises de pequenas
moléculas, especialmente compostos farmacéuticos, além de proteinas, vitaminas,
compostos organicos e inorganicos, substancias quirais e muitos outros. Atualmente é
uma das técnicas mais importantes para a separacdo de moléculas que possuam
carga (VON BROCKE et al., 2001).

Essa técnica esta sendo utilizada como uma alternativa ao uso da CLAE e vem
tornando-se uma poderosa ferramenta na industria farmacéutica com ampla gama de
aplicagbes como a quantificacdo de farmacos e impurezas relacionados, a
determinacdo de propriedades fisicoquimicas (pka, logP e solubilidade), ou ainda, na
determinacdo de parametros farmacocinéticos. Uma das vantagens em relacdo a
CLAE ¢é a capacidade de separar tanto moléculas ionizadas quanto neutras
(SUNTORNSUK, 2007; SERRA et al., 2010).

A separacdo eletroforética baseia-se na migracdo diferenciada dos compostos
em um campo elétrico e possui diversas classificagcbes dependendo do modo de
separacao empregado. Dentro do contexto farmacéutico, pode-se ressaltar a utilizacao

da eletroforese capilar de zona (CZE - capillary zone electrophoresis) e da
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cromatografia eletrocinética micelar (MEKC — micellar electrokinetic chromatography)
(SUNTORNSUK, 2010).

3.3.3. Espectrofotometria UV derivada

Os métodos espectrofotométricos sdo as técnicas comumente e mundialmente
utilizadas na analise de farmacos em formulacdes farmacéuticas e nos ensaios de
dissolucéo devido a sua sensibilidade e custo. A disponibilidade de instrumentacéo, a
simplicidade dos procedimentos e a velocidade das analises sdo as principais
caracteristicas que fazem dessa técnica uma excelente opcdo (ROJAS & OJEDA,
2009; ATTIMARAD et al., 2012).

A espectrofotometria derivada permite aplicacbes onde a técnica de
espectrofotometria no UV classica ndo pode ser utilizada. De um modo geral, a
diferenciacdo de um espectro de ordem zero para obtencéo de espectros de derivada
permite a separacdo de picos sobrepostos, aumentando a seletividade, sem
separacdo prévia dos compostos. Geralmente, um aumento na sensibilidade da
determinacao é obtido com um aumento na ordem da derivada (KARPINSKA, 2004;
EL-SAYED & EL-SALEM, 2005; GAO et al., 2010).

Essa técnica tem sido utilizada como ferramenta no controle de qualidade para
analises quantitativas na éarea farmacéutica oferecendo solucdes analiticas nas
interferéncias espectrais que podem ocorrer nas analises. Os métodos de UV derivada
permitem a utilizagdo de comprimentos de onda de maior ou menor dependendo do
tipo de interferéncia observada. Com essa possibilidade, é possivel selecionar um
comprimento de onda especifico para as melhores respostas lineares obtidas, o que
permite a determinacdo de cada composto individualmente mesmo na presenca de
outros compostos ou excipientes da formulacdo. Ainda, pode-se utilizar essa técnica
na analise de produtos de degradacdo mostrando-se como método indicativo de
estabilidade (ROJAS & OJEDA, 2009; CIELECKA-PIONTEK & JELINSKA, 2010;
CIELECKA-PIONTEK et al., 2010; HEGAZI et al., 2012).
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3.4. ESTABILIDADE DE FARMACOS E MEDICAMENTOS

O principal objetivo do teste de estabilidade farmacéutica é fornecer garantia
razoavel de que os produtos permanecerdo em um nivel aceitavel de qualidade
durante todo o periodo que eles estiverem disponiveis no mercado para fornecimento
aos pacientes e vai estar apto para o consumo até que o paciente utilize a ultima
unidade do produto (BAJAJ et al., 2012).

Estudos de estabilidade sdo realizados para estabelecer as condicfes de
armazenamento e o prazo de validade para medicamentos. E um procedimento de
rotina realizado na matéria-prima e nos produtos acabados sendo empregado em
diferentes fases do desenvolvimento de produtos. Nos estagios iniciais, os testes de
estabilidade acelerada séo utilizados para determinar o tipo de produtos de
degradacdo que podem ser encontrados apdés um longo periodo de armazenamento.
Nesses testes, os produtos farmacéuticos e farmacos sao submetidos as condi¢des de
degradacdo térmica, hidrélise 4cida e alcalina, decomposicao oxidativa e fotolitica. Os
estudos confirmatérios de longa duracdo séo realizados de modo a verificar as
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do produto durante e apds o prazo de
validade esperado (KLICK et al., 2005; SEHRAWAT et al., 2010; BAJAJ et al., 2012).

Um método indicativo de estabilidade é definido como um método analitico que
€ capaz de guantificar e detectar a diminuicdo do farmaco quando da existéncia de
algum tipo de degradacdo. Para adequada implementacdo do método indicativo de
estabilidade é importante conduzir estudos de degradacdo forcada e avaliar cada
condicdo com o desenvolvimento de uma metodologia analitica apropriada e
devidamente validada (SEHRAWAT et al., 2010).

3.5. ENSAIOS DE DISSOLUCAO

Os testes de dissolugcdo in vitro desempenham um papel importante na
pesquisa e desenvolvimento de formulagdes assim como na producdo e no controle
de qualidade das mesmas. Esses testes podem ser utilizados ndo somente como
ferramenta fundamental para monitorar a estabilidade de medicamentos, mas também
como uma técnica relativamente rapida e economicamente acessivel para prever a
absorc¢ao in vivo de uma formulacdo (MARQUES & BROWN, 2002).
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A velocidade de dissolucdo estd associada a absorcdo do farmaco pelo
organismo, interferindo na biodisponibilidade e na correlacédo in vitro/in vivo (CIVIV)
(STORPIRTIS, 2009). Com relacdo a absorcdo, os parametros fundamentais que
controlam a taxa e a extensdo, para medicamentos de administracdo oral, sdo a
solubilidade aquosa e permeabilidade gastrintestinal dos mesmos. Sendo assim, com
base nesses parametros, os farmacos sado classificados em quatro classes
biofarmacéuticas, de acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB):
Classe 1 (alta solubilidade e alta permeabilidade), Classe 2 (baixa solubilidade e alta
permeabilidade), Classe 3 (alta solubilidade e baixa permeabilidade) e Classe 4 (baixa
solubilidade e baixa permeabilidade) (AMIDON et al., 1995; LINDENBERG et al.,
2004).

Na literatura pesquisada ndo € descrita a classificacdo biofarmacéutica para a
VLG, no entanto, esta possui alta solubilidade e biodisponibilidade (85%) podendo ser
sugerida sua classificacdo biofarmacéutica como de Classe 1. J& a metformina é
pertencente a Classe 3 de acordo com artigos encontrados na literatura (CHENG et
al.,, 2004; KASIM et al., 2004; LINDENBERG et al.,, 2004; WU & BENET, 2005;
FLISZAR & FOSTER, 2008; DAHAN et al., 2009; KAWABATA et al., 2011, CRISON et
al., 2012).

Portanto, os testes de dissolucdo para avaliagdo quantitativa das caracteristicas
de dissolucdo dos farmacos € de grande interesse para os pesquisadores (ZHANG et
al., 2010). A necessidade de realizar o ensaio de dissolugdo em um método analitico
validado representa um fator de extrema relevancia para garantir a confiabilidade dos
dados obtidos e assegurar a qualidade do farmaco (AUGSBURGER & HOAG, 2007).
O fato de um determinado medicamento cumprir as exigéncias dos 6rgdos oficiais
para a dissolugcdo proporciona uma maior seguranga no sentido de que esse farmaco
sera liberado, in vivo, de modo satisfatério a partir de sua forma farmacéutica e que
sera absorvido adequadamente (AULTON, 2005).

3.6. ANALISE QUANTITATIVA DE VILDAGLIPTINA E METFORMINA

Com relacéo a literatura analitica envolvendo a vildagliptina foram encontrados

alguns trabalhos como os de:
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- ElI-Bagary e colaboradores (2011a) que publicaram método de
espectrofotometria no UV para determinacdo tanto de sitagliptina quanto de

vildagliptina, em insumo farmacéutico e comprimidos;

- Mohammad e colaboradores (2012) que realizaram a determinacéo
simultanea de vildagliptina e saxagliptina e, também, em associacdo com metformina

em comprimidos por CLAE-UV;

- Moneeb (2013) utilizou para a determinacdo de VLG e saxagliptina métodos

espectrofotométricos e espectrofluorimétricos em matéria-prima e comprimidos;

- Boovizhikanna e Palanirajan (2013) para a quantificacdo de VLG em matéria-

prima e comprimidos por CLAE-UV;

- Barden e colaboradores para a determinacao de vildagliptina em comprimidos
por CLAE (2012) e a determinacdo quantitativa de vildagliptina e metformina por EC
(2013);

- Abdel-Ghany (2014) que realizou a determinagéo quantitativa de vildagliptina

e metformina por métodos espectrofotométricos em comprimidos.

Com relacéo a literatura analitica envolvendo a metformina foram encontrados

trabalhos como os de:

- Wang e colaboradores (2004) que efetuaram a quantificacdo da metformina
em plasma utilizando CLAE acoplada a espectrometria de massas. O método foi
aplicado na determinacdo do perfil de concentracdo versus tempo em um estudo de
farmacocinética clinica numa formulagdo contendo metformina em comprimidos de

liberagdo modificada;

- Amini e colaboradores (2005) que realizaram a determinacdo da metformina

em plasma humano por CLAE;

- Fliszar e Foster (2008) examinaram a taxa de dissolucdo de trés diferentes
formulacdes contendo metformina. Eles desenvolveram um sistema de membrana in
vitro para medida da permeagdo com o objetivo de prever como mudangas na

formulag&o poderiam influenciar o desempenho in vivo de um farmaco;
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- Al-Rimawi (2009) que realizou o desenvolvimento e validacdo de metodologia
analitica por CLAE/UV para a determinacdo de metformina e de sua impureza

relacionada, 1-cianoguanidina;

- Hamdan e colaboradores (2010) desenvolveram e validaram um método
indicativo de estabilidade para a determinacdo quantitativa de metformina em

comprimidos utilizando EC de zona,;

- EI-Bagary e colaboradores (2011b) contendo a validagéo por cromatografia
liquida de sitagliptina em mistura ternaria com metformina e em associacdo somente
com metformina (SHYAMALA et al., 2011; RIAD et al., 2012);

- Kupkar e Yadhav (2012) que publicaram método espectrofotométrico por UV
para determinacdo simultanea de sitagliptina e metformina em matéria-prima e produto

acabado;

- Salim e colaboradores (2012) que realizaram a determinacdo quantitativa de
sitagliptina em associagdo com metformina por eletroforese capilar de zona e

aplicaram para analises em comprimidos e plasma humano;

- Cumar e colaboradores (2012) que publicaram um estudo para quantificacéo

de saxagliptina e metformina em comprimidos por CLAE;

- Kavitha e colaboradores (2013) que publicaram método analitico quantitativo

por CLAE para metformina em associagao com linagliptina.

Apesar de existirem alguns métodos quantitativos para determinacdo de
metformina, ndo foram encontrados métodos qualitativos, quantitativos e ensaios de
dissolucéo relacionados com a sua determinacdo ou liberacdo em associacdo com

outro hipoglicemiante oral como a vildagliptina.

No que se refere a andlise quantitativa existente na literatura pesquisada foram
encontrados trabalhos referentes a determinacdo de vildagliptina em comprimidos
porém associada a outros hipoglicemiantes orais ou com metformina por métodos

espectrofotomeétricos.
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4. CAPITULO I: DETERMINACAO QUALITATIVA
4.1. INTRODUCAO

Varias metodologias e técnicas analiticas podem ser utilizadas para
identificacdo de farmacos em produtos acabados. Cabe ao analista selecionar o tipo
de técnica mais adequado avaliando-se tanto as caracteristicas das substancias a
serem analisadas, suas propriedades fisicas e quimicas, quanto a disponibilidade dos

equipamentos no laboratorio.

A técnica cromatografica estd entre as principais técnicas utilizadas para a
identificacdo de farmacos. A CLAE, utilizada na identificacdo de compostos, realiza a
comparacao entre os tempos de retencdo obtidos para o pico da solugdo amostra e da
solugdo padrdo do mesmo farmaco. A utlizagdo de um detector de arranjo de
fotodiodos (PDA) permite, além da comparacdo do tempo de retencdo, verificar a
similaridade entre o0s espectros obtidos. Essa técnica geralmente oferece alta
resolucdo e possui a capacidade de identificar quantidades pequenas de substancia

(USP, 2013).

7

Na EC a identificagdo do farmaco na amostra de comprimidos € realizada
através da comparacao do tempo de migracdo da solucdo amostra com a solucao
padrdo do farmaco. Da mesma forma que na CLAE, € possivel caracterizar a pureza
do pico eletroforético e sua identificacdo, através da analise do espectro gerado pelo
detector de arranjo de fotodiodos acoplado ao equipamento. Assim, tempos de
migracdo e perfis eletroforéticos semelhantes, podem sugerir a mesma identidade

entre as solucdes analisadas.

Nas técnicas de CLAE-EM/EM e cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(CLUE-EM) é possivel a identificagdo dos farmacos com alto nivel de seletividade a
partir da selecdo de ions caracterizando, assim, uma determinada substancia. Da
mesma forma que nas outras técnicas analiticas, pode-se comparar 0s resultados

obtidos da solugdo amostra com a solugdo padréo.

O objetivo do presente capitulo foi realizar a determinagédo qualitativa pelas
técnicas de CLAE, EC, CLAE-EM/EM e CLUE-EM para a analise de vildagliptina em

comprimidos e para a analise de vildagliptina associada a metformina em comprimidos
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revestidos visando a identificacdo dessas substancias nas suas formas farmacéuticas

finais.

4.2. PRODUTOS FARMACEUTICOS

O padréo de referéncia de vildagliptina, com pureza declarada de 99,5%, foi
adquirido através de importacdo pela empresa Sequoia Researched Products (Reino
Unido). O padrao de referéncia de cloridrato de metformina (pureza de 98,5%) foi
gentilmente cedido pelo Laboratério de Producdo de Padrdes Secundarios (LAPPS)
da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Para a realizacdo das analises foram empregados comprimidos de Galvus® contendo
50 mg de vildagliptina e comprimidos revestidos de GalvusMet® contendo 50 mg e 500
mg de vildagliptina e cloridrato de metformina, respectivamente. Ambos produtos
foram fabricados pela empresa Novartis Biociéncias S.A. e adquiridos no comeércio
local.

Os excipientes presentes na formulacdo de Galvus® s&o: lactose, celulose

microcristalina, amidoglicolato de sodio e estearato de magnésio (ANVISA, 2014a).

Os excipientes presentes na formulacdo de GalvusMet® s&o: povidona,
estearato de magnésio, croscarmelose sédica, didxido de silicio, hipromelose, di6xido
de titanio e macrogol (ANVISA, 2014b).

4.3. CONDICOES EXPERIMENTAIS
4.3.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
4.3.1.1. Condi¢des cromatograficas

Todos os experimentos por cromatografia liquida foram realizados utilizando um
cromatégrafo 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
LCSolution foi utilizado para o controle e aquisicdo dos dados.

Os componentes das fases moveis foram misturados e filtrados, sob vacuo,

através de membrana de nylon com didametro de poro de 0,45 um. Apés estabilizacéo
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do sistema cromatografico tanto as solucdes padrbes quanto as solu¢cdes amostras

foram filtradas previamente em membrana de 0,45 um e injetadas no cromatografo.

4.3.1.1.1. Andlise qualitativa de vildagliptina

As condicbes cromatograficas definidas para a identificacdo da VLG em

comprimidos estéo apresentadas na Tabela 4.1.

As amostras foram preparadas utilizando na primeira diluicdo agua e, na
segunda diluicdo, fase movel. Para a extracdo dos farmacos das formas
farmacéuticas, as misturas iniciais foram mantidas em banho de ultrassom por 10
minutos e posteriormente filtradas. Tanto a solucdo padréo de vildagliptina quanto a
solucdo amostra, utilizando-se os comprimidos de Galvus®, foram analisadas na

concentracéo final de 50,0 pg/mL.

Tabela 4.1 Condi¢cdes cromatograficas empregadas para identificagdo de VLG nos
comprimidos por CLAE.

Parametro Descricao

Fase movel Tampao Fosfato de Potassio pH 7,0 : Acetonitrila (85:15 v/v)
Coluna Zorbax Eclipse Plus Cg (150 mm x 4,6 mm, 5 ym)
Vazao 1,0 mL/min

Temperatura 25°C

Deteccéo 207 nm

Volume injecao 20 pL

4.3.1.1.2. Analise qualitativa de vildagliptina e cloridrato de metformina

As condi¢cbes cromatograficas definidas para a identificacdo da VLG e da MET

em comprimidos revestidos estdo apresentadas na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 Condi¢gbes cromatograficas empregadas para identificacdo de VLG e MET nos
comprimidos revestidos por CLAE.

Parametro Descrigao

Fase mével Acetonitrila : Metanol: Heptanossulfonato de sédio
5mM pH 3,0 (18:1:81 v/v)

Coluna Zorbax Eclipse Plus Cg (150 mm x 4,6 mm, 5 ym)

Vazao 1,0 mL/min

Temperatura 25 °C

Deteccédo 207 nm (VLG) e 250 nm (MET)

Volume injecéo 20 pL

As amostras foram preparadas utilizando na primeira diluicdo agua e, na
segunda diluicdo, fase mével. Para a extracdo dos farmacos da forma farmacéutica,
as solucdes iniciais foram mantidas em banho de ultrassom por 10 minutos e
posteriormente filtradas. Tanto as solugdes padrées quanto a solugdo amostra (obtida
a partir dos comprimidos de GalvusMet®) foram analisadas nas concentracdes finais

de 10 pg/mL e 100 pg/mL de VLG e MET, respectivamente.

4.3.1.1.3. Resultados e Discussao

Os cromatogramas sobrepostos das solugdes padrédo e amostra dos comprimidos

de vildagliptina estdo apresentados na Figura 4.1.
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Figura 4.1 Cromatogramas sobrepostos do padréo de VLG (a) e da solugédo amostra dos
comprimidos de VLG (b) a 50,0 pg/mL. Condi¢Bes cromatograficas: fase movel constituida de
solucao de fosfato de potassio pH 7,0 : acetonitrila (85:15, v/v), vazao de 1,0 mL/min, coluna

Zorbax Eclipse Plus Cg (150 mm x 4,6 mm, 5 ym), temperatura de 25 °C, detecgdo em 207 nm
e volume de injecao de 20 pL.
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Os cromatogramas sobrepostos da solu¢des padrées de VLG e MET e amostra
dos comprimidos contendo vildagliptina e cloridrato de metformina estéo apresentados

nas Figuras 4.2 e 4.3, respectivamente.

A analise simultanea dos farmacos foi realizada através do monitoramento por
PDA, dos comprimentos de onda em 207 nm e 250 nm, para a vildagliptina e para o
cloridrato de metformina, respectivamente. Optou-se por utilizar dois comprimentos de
onda diferentes devido ao alargamento de pico e a dificuldade de se obter adequada
simetria para o cloridrato de metformina no comprimento de onda de determinacéo da
vildagliptina em 207 nm e em comprimentos de onda abaixo de 250 nm. Desta forma,
parametros de adequabilidade do sistema (fator de capacidade, fator de cauda e
namero de pratos tedricos) foram alcancados para ambos 0s picos nos comprimentos

de onda selecionados para as analises (Tabela 4.3).
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Figura 4.2 Cromatogramas sobrepostos do padréo de VLG (a) e
da solucédo amostra dos comprimidos de VLG e MET (b) a 100,0
pug/mL. Condi¢cbes cromatogréficas: fase movel constituida de
solucéo de heptanossulfonato de sédio pH 3,0 : acetonitrila :
metanol (81:18:1, v/iv/ v), vazao de 1,0 mL/min, coluna Zorbax
Eclipse Plus Cg (150 mm x 4,6 mm, 5 ym), temperatura de 25 °C,
deteccdo em 207 nm e volume de injecdo de 20 pL.
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Figura 4.3 Cromatogramas sobrepostos do padrao de MET (a) e da
solucdo amostra dos comprimidos de VLG e MET (b) a 10,0 pg/mL.
Condicdes cromatograficas: fase movel constituida de solugéo de
heptanossulfonato de sodio pH 3,0 : acetonitrila : metanol (81:18:1,
viviv), vazao de 1,0 mL/min, coluna Zorbax Eclipse Plus Cg (150
mm x 4,6 mm, 5 um), temperatura de 25 °C, detec¢gdo em 250 nm e
volume de injecéo de 20 L.
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A semelhanca entre os tempos de retencdo obtidos tanto para a determinacao
qualitativa de vildagliptina nos comprimidos de Galvus® quanto para a determinacao
gualitativa da vildagliptina e do cloridrato de metformina nos comprimidos revestidos

de GalvusMet® demonstram a adequabilidade do método desenvolvido por CLAE.
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Tabela 4.3. Parametros de adequabilidade do sistema encontrados para VLG (207 nm) e MET (250
nm) por CLAE.

Parametro Preconizado Valores obtidos Valores obtidos
(USP 36, 2013) (207 nm) (250 nm)
Fator de capacidade k'>2 12,354 3,722
Precisao/repetibilidade DPR < 1% DPR =0,23% DPR =0,14%
(n25) (n=6) (n=6)
Fator de cauda T=<2 T=1.10 T=1,22
NuUmero pratos tedricos N > 2000 N = 54344 N=12134

As Figuras 4.4 e 4.5 apresentam a sobreposicdo dos espectros de absorcédo na
regiao do ultravioleta (190 a 300 nm) obtidos com detector de arranjo de fotodiodos do
apice dos picos para a solucdo padrao de VLG e amostra e para a solucao padrao de
MET e amostra, respectivamente.

Figura 4.4 Sobreposicéo dos espectros de absorcdo
no UV (190 a 300 nm) obtidos com detector de arranjo
de fotodiodos do padréo e da amostra de vildagliptina

por CLAE.

maL
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Figura 4.5 Sobreposigéo dos espectros de absorgéo
no UV (190 a 300 nm) obtidos com detector de
arranjo de fotodiodos do padréo e da amostra de
cloridrato de metformina por CLAE.

4.3.2. Eletroforese capilar (EC)
4.3.2.1. Condicdes eletroforéticas

Os experimentos por EC foram realizados em equipamento Agilent *°CE
(Agilent Technologies) equipado com injetor automatico, DAD e controlador de
temperatura. O programa CE ChemStation foi utilizado para controle do sistema e

tratamento de dados.

A ativagdo do capilar novo ocorreu com solugdo de hidréxido de sédio 1 M (30
minutos), agua ultrapura (15 minutos) e eletrélito (15 minutos). Antes de cada corrida,
foi realizado um pré-condicionamento utilizando NaOH 0,1 M, agua e eletrdlito durante

2, 1 e 2 minutos, respectivamente.

4.3.2.1.1. Analise qualitativa de vildagliptina

Para a analise qualitativa da VLG nos comprimidos foi empregado o modo de
separacao por eletroforese capilar de zona (CZE) utilizando cloridrato de ranitidina
como padrao interno. As condicdes eletroforéticas empregadas estdo apresentadas na
Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Condi¢cbes eletroforéticas empregadas para identificacdo de VLG nos
comprimidos por EC.

Parametro Descricéo

Capilar Capilar .de silica fund.ifia 64,5. cm
(56 cm efetivos, 50 pm diametro interno)

Eletrdlito Tampaéo fosfato 25 mM pH 8,0

Tensédo aplicada 25 kV

Temperatura 25°C

Comprimento de onda 207 nm

Injecéo hidrodindmica 50 mBar

Tempo de injecdo 5 segundos

Padréo interno Cloridrato de ranitidina

As solucdes foram obtidas a partir da diluicio em agua tanto do padrao de VLG,
padrdo de cloridrato de ranitidina quanto da solucdo amostra dos comprimidos. A
solugéo amostra dos comprimidos foi colocada para extragdo em banho de ultrassom
durante 10 minutos e apés foram filtradas com auxilio de papel filtro. As concentracdes

finais foram de 100 pg/mL.

O eletrolito de corrida foi constituido por fosfato de potassio dibasico 25 mM
diluido em agua e pH ajustado para 8,0 com hidroxido de sodio 1,0 M. A solucéo final

foi filtrada em uma membrana de 0,45 pm com a utilizacao de seringa.

4.3.2.1.2. Andlise qualitativa de vildagliptina e cloridrato de metformina

Para a analise qualitativa da VLG e da MET nos comprimidos revestidos foi
empregado o modo de separacao por eletroforese capilar de zona (CZE) utilizando
cloridrato de ranitidina como padrao interno. As condicfes eletroforéticas empregadas

estdo apresentadas na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5. Condigbes eletroforéticas empregadas para identificacdo de VLG e MET nos
comprimidos revestidos por EC.

Parametro Descricéo

Capilar Capilar .de silica fund.iija 72,5. cm
(64 cm efetivos, 50 um didmetro interno)

Eletrdlito Tampao tetraborato 25 mM pH 9,0

Tensédo aplicada 25 kv

Temperatura 25°C

Comprimento de onda 207 nm (VLG) e 250 nm (MET)

Injecéo hidrodindmica 50 mBar

Tempo de injecdo 5 segundos

Padréo interno Cloridrato de ranitidina

As solucdes foram preparadas com diluicdo em agua tanto do padréo de VLG,
padrao de MET e de cloridrato de ranitidina quanto da solucdo amostra dos
comprimidos revestidos e as concentracdes finais obtidas foram de 50 pug/mL, 500
pg/mL e 100 pg/mL para as solucdes de VLG, MET e cloridrato de ranitidina. A
solugéo amostra dos comprimidos revestidos foi colocada para extragcdo em banho de
ultrassom durante 10 minutos e ap6s foram filtradas com auxilio de papel filtro.

Para a preparacdo do eletrélito de corrida foi pesada quantidade equivalente a
25 mM de tetraborato de sddio decaidratado que foi diluido em agua. O pH foi
ajustado para 9,0 com hidréxido de sddio 1,0 M. A solucéo final foi filtrada com auxilio

de seringa em uma membrana de 0,45 pm.

4.3.2.1.3. Resultados e Discussao

s

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 CZE demonstrou ser adequado para a analise qualitativa
do vildagliptina em comprimidos e de vildagliptina e cloridrato de metformina em

comprimidos revestidos.
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Na Figura 4.6 podemos observar os eletroferogramas sobrepostos da solugdes

padrao e amostra dos comprimidos de vildagliptina.

Figura 4.6 Sobreposicao dos eletroferogramas obtidos para a
solucdo padrao e amostra de vildagliptina por CZE

VLG

Pl

Nas Figuras 4.7a e 4.7b os eletroferogramas sobrepostos das solucfes padrdes
de VLG e MET e amostra dos comprimidos contendo vildagliptina e cloridrato de

metformina, respectivamente.

Da mesma forma que nas analises realizadas por CLAE, os comprimentos de
onda selecionados para a determinacdo dos farmacos estudados foram de 207 nm
para vildagliptina e de 250 nm para o cloridrato de metformina, tendo em vista as
melhores condi¢Bes obtidas para determinacdo dos farmacos nesses comprimentos

de onda.
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Figura 4.7 Sobreposigéo dos eletroferogramas obtidos
para a solucdo padrdo de VLG e amostra de vildagliptina
e cloridrato de metformina por CZE em 207 nm (a) e
sobreposicéo dos eletroferogramas obtidos para a
solucdo padrdo de MET e amostra de vildagliptina e
cloridrato de metformina por CZE em 250 nm (b).

MET |

MET

Pl

As Figuras 4.8a e 4.8b apresentam a sobreposicao dos espectros de absorgéo
na regiao do ultravioleta (190 a 300 m) obtidos com detector de arranjo de fotodiodos
do &pice dos picos para a solucéo padrao de VLG e amostra e para a solucéo padrao
de MET e amostra, respectivamente.
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Figura 4.8 Sobreposi¢éo dos espectros de absor¢dao no UV (190
a 300 nm) obtidos com detector de arranjo de fotodiodos do
padrdo e da amostra de vildagliptina (a) e do padrédo e da
amostra de metformina (b) obtidos por EC.
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4.3.3. Cromatografia liguida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-
EM/EM)

4.3.3.1. Condigbes cromatograficas

As andlises por CLAE-EM/EM foram realizadas em cromatografo a liquido
Shimadzu equipado com controlador de sistema SCL10-ADvp, bomba quaternaria LC-
10ADvp, desgaseificador DGU-14A, forno CTO-10ACvp e autoinjetor SIL-10ADvp. O
cromatoégrafo foi acoplado ao espectrdmetro de massas triplo quadrupolo Micromass,
modelo Quattro LC, equipado com uma fonte de ionizagdo de eletronebulizacdo. O

programa utilizado para operar o equipamento foi o Masslynx verséo 3.5.
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As condi¢cBes cromatograficas e os parametros utilizados para identificacdo de

VLG e MET por CLAE-EM/EM esté&o apresentadas na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Condi¢cbes cromatograficas e parametros do espectrometro de massas para
identificacdo de VLG e MET nos comprimidos revestidos por CLAE-EM/EM.

Parametro Descricao
Fase movel acetonitrila : acido formico 0,1% (80:20, v/v)
Vazao 0,45 mL/min

CLAE Coluna Agilent® Zorbax Eclipse Cs (150 mm x 4,6 mm, 5 pm)

Temperatura forno

Volume injecéo

30 °C

10 pL

EM

Tipo de ionizagéo

Modo de operacgéo

Transi¢cdes monitoradas

Voltagem do capilar
Voltagem do cone
Voltagem do extrator
Energia de colisédo

Temperatura da fonte

Temperatura de solvatagdo

Eletronebulizac&o positiva

Monitoramento de rea¢6es multiplas (MRM)

m/z 303,8>153,4 (VLG)
m/z 129,4>70,8 (MET)
miz 252,7>158,4 (PI)

2,85 kv
30V
2V

20 eV

120 °C

350 °C

Os componentes da fase mével foram misturados e filtrados, sob vacuo, através

de membrana de nylon com diametro de poro de 0,45 um. Apdés estabilizacdo do

sistema cromatografico tanto as solu¢des padrbes quanto as solu¢cdes amostras foram

filtradas previamente em membrana de 0,45 pum e injetadas no cromatografo acoplado

ao espectrémetro de massas.

As solucdes padrdo e amostra filtradas para ambas as substancias foram

preparadas em agua, filtradas e diluidas até a concentracdo de 2 pg/mL em

metanol:agua (50:50, v/v).
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A identificacdo dos farmacos nos comprimidos revestidos foi realizada
detectando VLG e MET por meio da transicdo especifica dos ions principais para 0s
ions secundérios e também por comparacao do tempo de retencdo das amostras com

seus respectivos padroes.

4.3.3.1.1. Resultados e discussdo

O modo de monitoramento de rea¢cdes multiplas (MRM) € um procedimento que
utiliza ions de relagcdo m/z onde um quadrupolo analisa o ion principal enquanto que o

outro quadrupolo analisa o ion secundario.

Para a determinacdo de VLG foi monitorada a transicdo do ion principal (m/z
303,8) para o ion secundario (m/z 153,4), tanto para a solucao padrao quanto para a
solucdo amostra. As proximidades entre os tempos de retencdo demonstraram a
aplicabilidade do método para a determinacao qualitativa de VLG. Da mesma forma, a
determinacdo de MET foi monitorada a partir da transicdo do ion principal (m/z 129,4)
para o ion secundario (m/z 70,8) e a aplicabilidade do método também foi comprovada
para a analise qualitativa de MET. Os cromatogramas das solu¢des padrbes de VLG e

MET e de amostra de VLG e MET estao apresentadas na Figura 4.9.

41



Figura 4.9. Cromatogramas CLAE-EM/EM das solugfes padréo e amostra de VLG e MET na
concentracdo de 2 pg/mL. CondigBes cromatograficas: fase mdvel composta de acetonitrila :
acido férmico 0,1% (80:20, v/v), vazao de 0,45 mL/min, coluna Agilent Cg (150 mm x 4,6 mm, 5
pm), temperatura de 30 °C, volume de injecdo de 10 pL. Andlise espectral de massas:

ionizagao por eletronebulizagéo positiva, operagédo no modo MRM, nas transi¢des monitoradas
de 303,8>153,4 e 129,4>70,8.
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4.3.4. Cromatografia liguida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLUE-EM)

4.3.4.1. Condic¢des cromatograficas

As andlises por CLUE-UV/EM foram realizadas em cromatografo a liquido
UPLC Waters® Acquity acoplado com espectrémetro de massas, Micromass Q-TOF,
equipado com ionizacdo por eletronebulizacdo no modo positivo. O programa utilizado
para andlise dos dados e controle do sistema foi 0 Masslynx verséo 4.1.

As condi¢cdes cromatograficas e os parametros utilizados para identificacdo de
VLG e MET por CLUE-EM estao apresentadas na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Condigbes cromatograficas e parametros do espectrdmetro de massas para
identificacdo de VLG e MET nos comprimidos revestidos por CLUE-EM.

Parametro Descricéo
Fase movel acido férmico 0,1% : acetonitrila (95:5, v/v)
Vazao 0,35 mL/min
CLUE Coluna Acquity HSS T3 Waters® (50 mm x 2,1 mm; 1,8 pm)
Temperatura forno 30 °C
Volume injecéo 2 uL
Tipo de ionizagéo Eletronebulizagdo positiva
Voltagem do capilar 2,5 kv
Voltagem do cone 30V
EM Voltagem do extrator 3V
Energia de coliséo 25 eV
Temperatura do bloco 120 °C
Temperatura de solvatagéo 200 °C

As solugbes padrao e amostra foram preparadas da mesma forma que as

descritas no item 4.3.3.1.
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4.3.4.1.1. Resultados e discussdo

Os cromatogramas obtidos das solucdes padrdo e amostra, para VLG e MET,
estdo apresentados na Figura 4.10. Os ions principais foram previamente
selecionados de acordo com a relagéo m/z 304,2 [M+H]" e m/z 130,1 [M+H]" para VLG
e MET, respectivamente. Os tempos de retencdo encontrados para VLG e MET

padréao foram 1,71 minutos e 0,37 minutos, respectivamente.

Os resultados encontrados mostram que tanto a deteccdo dos ions principais
guanto o tempo de retencdo similar entre as respectivas solu¢cdes padrédo e amostra
para cada farmaco sdo adequadas demonstrando a aplicabilidade do método de

CLUE-EM para a analise qualitativa de VLG e MET em comprimidos revestidos.
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Figura 4.10. Cromatogramas CLUE-EM das solucbes padrdo e amostra de VLG e MET na
concentracdo de 2 pug/mL. Condicdes cromatogréficas: fase movel composta de acetonitrila : acido
formico 0,1% : acetonitrila (95:5, v/v), vazao de 0,35 mL/min, coluna Acquity HSS T3 Waters® (50 mm
x 2,1 mm; 1,8 um), temperatura de 30 °C, volume de injecdo de 2 pL. Andlise espectral de massas:
ionizacao por eletronebulizagdo positiva, monitorados os ions m/z 304,1 (VLG) e m/z 130,1 (MET).
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4.4, DISCUSSAO

Os resultados qualitativos encontrados nas amostras analisadas, quando
comparados aqueles obtidos pelos padrbes de referéncia de cada substancia,
permitem a identificacdo dos farmacos nos comprimidos revestidos. Os métodos que
foram desenvolvidos nesse trabalho empregaram as técnicas de CLAE, EC, CLAE-
EM/EM e CLUE-EM. Esses métodos além de desenvolvidos foram validados, o que
permite a realizacdo de analises tanto qualitativas quanto quantitativas com qualidade

e confianga nos resultados obtidos.

4.5. CONCLUSOES

Pela observagao dos cromatogramas obtidos por CLAE, CLAE-EM/EM e CLUE-
EM foi possivel realizar a identificacdo da VLG em comprimidos e da VLG e MET em
comprimidos revestidos. Tanto os padrdes de VLG e de MET quanto as amostras dos
comprimidos contendo somente VLG e dos comprimidos revestidos contendo VLG e
MET apresentaram cromatogramas semelhantes. Dessa forma, as técnicas
desenvolvidas permitiram a identificacdo dos farmacos nos produtos farmacéuticos

demonstrando estarem de acordo com a proposta pretendida.

Os resultados obtidos pelos métodos eletroforéticos desenvolvidos para a VLG
e para a VLG em associagcdo com a MET apresentaram tempos de migracéo similares
para os sinais analiticos encontrados das solu¢des padrdes de VLG e MET e para as
solucBes amostra de comprimidos e de comprimidos revestidos. Foram encontrados
espectros semelhantes na regido do ultravioleta nos tempos de migracdo permitindo,

dessa forma, a identificacdo dos compostos nas formas farmacéuticas estudadas.

Os métodos desenvolvidos por CLAE, EC, CLAE-EM/EM e CLUE-EM
permitiram a identificacdo seletiva de cada um dos compostos. Esses métodos sdo
considerados adequados para a identificacdo dos farmacos nas formas farmacéuticas
embora, em determinadas situacdes, seja necessaria a utilizacdo de mais de uma

técnica para obter resultados de maior confiabilidade.
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5. CAPITULO Il DETERMIN@QAO QUANTITATIVA, ESTUDOS = DE
ESTABILIDADE, IDENTIFICACAO DE PRODUTOS DE DEGRADACAO E
CITOTOXICIDADE

5.1. INTRODUCAO

A utilizacdo de métodos analiticos confiaveis € a base para a obtencdo de
dados de elevada qualidade. Dessa forma, a qualidade de um método analitico
depende em grande parte do seu desenvolvimento e complementarmente da sua
validacdo. Somente a validacdo pode demonstrar a qualidade inerente da metodologia
analitica mediante o cumprimento dos critérios minimos de aceitacéo e, entdo, provar

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

A validacdo de um método analitico € o processo pelo qual se estabelece,
através de estudos laboratoriais, se os parametros de desempenho analitico do
método contemplam as exigéncias para a aplicacdo analitica pretendida. Os estudos
para validacdo dos meétodos analiticos devem ser realizados de acordo com o0s
principais coédigos oficiais, avaliando os seguintes parametros de desempenho
analitico: especificidade, linearidade, preciséo (repetibilidade e precisdo intermediaria),
exatiddo e robustez. Além disso, quando necessario, sdo avaliados os limites de
deteccéo e quantificagdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2013).

Para atingir o objetivo de se avaliar a estabilidade de formulacdes
farmacéuticas, o método analitico deve ser considerado indicativo de estabilidade, ou
seja, que demonstre adequada capacidade de separar e, se possivel, identificar os
produtos de degradacao formados. Com base nisso, estudos forcados de degradacéo
e de especificidade devem ser realizados de modo a demonstrar a seletividade do
procedimento analitico. Para tanto, submete-se o farmaco a diversas condi¢cdes de
estresse tais como temperaturas elevadas, oxidacdo, fotolise e hidrolise em ampla
faixa de pH demonstrando, assim, que o método pode ser utilizado para quantificar as
substancias formadas, se houver, nessas condi¢gbes (ICH, 2005; BRASIL, 2005;
ALSANTE et al., 2007; SHABIR et al., 2007).

A CLAE é o método quantitativo que apresentou o maior desenvolvimento nos
ultimos anos, principalmente devido as inovagdes em colunas e softwares de controle.
Por esta razdo, é o método de escolha da industria farmacéutica para a realizacao do
controle de qualidade de seus produtos e € o mais preconizado pelos Cdédigos Oficiais.
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Além disso, é um procedimento bastante versatil pois confere a possibilidade de
variagdo dos mecanismos de separagdo através de escolha adequada da coluna
cromatografica, fase mével e modo de deteccdo, permitindo sua utilizagcdo nas mais
diversas fases de desenvolvimento de produtos farmacéuticos (WATSON, 2005,
SHABIR et al., 2007).

A técnica de CLAE-EM/EM permite a andlise de mais de um composto em
baixos niveis com alta sensibilidade, seletividade e especificidade e, ainda, com
excelente eficiéncia na quantificacdo e rapido tempo de analise. Essa técnica
possibilita a elucidacdo estrutural de impurezas e produtos de degradacéo, facilitando
esse processo sem a necessidade de um isolamento prévio para identificacdo de
produtos de degradacao (MEHTA et al., 2010; VYAS et al., 2010; BAJAJ et al., 2012).

A EC é uma técnica que vem sendo reconhecida como alternativa confiavel em
relacdo aos tradicionais métodos analiticos utilizados, como a CLAE. A EC esta sendo
vista como uma area de rapida evolucdo analitica onde melhorias e desenvolvimentos
significativos estdao sendo continuamente relatados (ALTRIA & ELDER, 2004; FROST
et al., 2010).

A EC é um poderoso método analitico com significativa importancia na
separacdo de substancias em formulacdes farmacéuticas ou em matrizes biolégicas,
devido ao seu mecanismo de separacdo Unico, velocidade, eficiéncia e versatilidade.
Em geral, guando comparada a CLAE, as separacdes por EC podem ser alcancadas
rapidamente e de maneira altamente eficiente sem a necessidade de um pré-
tratamento da amostra. Outras vantagens incluem consumo muito baixo, ou até
mesmo a auséncia, de solvente organico, pequena quantidade de reagentes
necessarios, bem como a utilizacdo de capilares simples de silica fundida, ao invés
da utilizagdo das colunas cromatogréaficas com custo muito elevado (SUNTORNSUK,
2010; RAMAUTAR et al., 2010).

A determinacdo quantitativa de vildagliptina em comprimidos e de vildagliptina
em associacdo com o cloridrato de metformina em comprimidos revestidos foi
realizada utilizando a CLAE, EC e CLAE-EM/EM, apresentados nesse trabalho na

forma de artigos cientificos.
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As validacfes das metodologias para as duas formulacdes por CLAE (VLG e
MET) e UV derivada (VLG) estdo descritas no Capitulo Il juntamente com 0s ensaios
de dissolugéo para as respectivas formas farmacéuticas.
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5.2. CAPILLARY ZONE ELECTROPHORESIS FOR DETERMINATION OF
VILDAGLIPTIN (A DPP-4 INHIBITOR) IN PHARMACEUTICAL FORMULATION
AND COMPARATIVE STUDY WITH HPLC

Barden AT?, Piccoli BL!, Volpato NM*, Steppe M*

'postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Rio
Grande do Sul, Porto Alegre-RS, Brazil

5.2.1. RESUMO

Método indicativo de estabilidade por eletroforese capilar de zona foi validado
para a determinacdo de vildagliptina (VLG) em comprimidos usando cloridrato
de ranitidina como padréo interno. As condices eletroforéticas utilizadas foram:
capilar de silica fundida de 50 ym de diametro interno e 64 cm de comprimento
(56 cm de comprimento efetivos), corrente de 25 KV, injecdo hidrodinamica por
pressdo de 50 mbar por 5 s e temperatura do capilar de 25 °C. O eletrélito de
corrida selecionado consistiu de solucédo tampao fosfato de potassio 25 mM com
deteccdo UV em 207 nm. A separacao eletroforética foi obtida em 6 minutos de
corrida e foi linear na faixa de 50-200 pg/mL (r = 0,9994). A especificidade e a
capacidade indicativa de estabilidade foram demonstradas através de estudos
de degradacdo forcada os quais demonstraram ndo haver interferéncia dos
excipientes da formulacdo farmacéutica. O método foi validado de acordo com
os critérios de aceitacdo das guias internacionais para especificidade,
linearidade, precisdo, exatidao, robustez e adequabilidade do sistema. O
método proposto foi comparado com um método por CLAE previamente validado
para esse farmaco e a analise estatistica demonstrou ndo haver diferencas

significativas entre os dois métodos avaliados.

Palavras-chave: eletroforese capilar de zona; vildagliptina; método indicativo de

estabilidade; cromatografia liquida de alta eficiéncia; validacao.

55



56



57



58



59



60



61



62



63



64



65



66



67



68



69



70



71



72



5.3. ARTIGO CIENTIFICO: SIMULTANEOUS ASSAY METHOD BY CAPILLARY
ZONE ELECTROPHORESIS FOR A FIXED DOSE COMBINATION OF
VILDAGLIPTIN AND METFORMIN HYDROCHLORIDE IN COATED TABLETS

Analytical Methods, v. 5, p. 5701-5708, 2013







5.3. SIMULTANEOUS ASSAY METHOD BY CAPILLARY ZONE
ELECTROPHORESIS FOR A FIXED DOSE COMBINATION OF VILDAGLIPTIN
AND METFORMIN HYDROCHLORIDE IN COATED TABLETS

Barden AT?, Piccoli BL!, Volpato NM*, Steppe M*

'postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Rio
Grande do Sul, Porto Alegre-RS, Brazil

5.3.1. RESUMO

No presente estudo, validou-se um rapido e confiavel método por eletroforese
capilar de zona para a determinacdo simultdnea de vildagliptina (VLG) e
metformina (MET) em comprimidos revestidos. A separacdo dos farmacos foi
alcancada utilizando-se um capilar de silica fundida onde aplicou-se uma
corrente de 25 kV e injegao hidrodinamica com presséo de 50 mbar durante 5 s.
O eletrélito de corrida utilizado foi uma solucao tetraborato de sédio
decahidratado 25 mM (pH 9,0) com deteccéo na regido do UV em 207 nm e 250
nm para VLG e MET, respectivamente. Especificidade, linearidade, preciséao,
exatidao, limite de deteccdo e quantificacdo e robustez foram estabelecidos de
acordo com as orientacdes das guias internacionais. A especificidade e a
capacidade indicativa de estabilidade foram estabelecidas através de estudos
de degradacdo forcada combinado com avaliacdo da pureza dos picos
eletroforéticos usando deteccdo por arranjo de fotodiodos. A separacao
eletroforética foi alcancada dentro de 10 minutos e o método foi linear na faixa
de 30-60 pg/mL e 300-600 pg/mL para VLG e MET, respectivamente (R? >
0,9980). A precisdo do método foi demonstrada por DPRs abaixo de 2,95% e
resultados de exatidao préximos a 100% tanto para valores de VLG quanto de
MET. Ainda, utilizou-se um desenho experimental por Plackett-Burman para
avaliacdo da robustez do método, produzindo resultados dentro dos limites de

aceitacao preconizados.

Palavras-chave: eletroforese capilar de zona; desenho experimental;

vildagliptina; metformina; determinacao simultanea; validacgéao.
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5.4.1. RESUMO

Para a andlise simultanea de vildagliptina (VLG) e metformina (MET) em sua forma
farmacéutica combinada foi desenvolvido e validado um método sensivel e

especifico por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
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massas sequencial (CLAE-EM/EM). As analises cromatograficas foram realizadas
utilizando-se uma coluna Agilent® Cig (150 mm x 4,6 mm, 5 pym) e fase moével
composta de acetonitrila e 0,1% acido formico (80:20, v/v) eluida sob uma vazéo de
0,45 mL/min. O volume de injecéo utilizado foi de 10 uL tanto para os padrbes como
para as amostras. O espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo utilizou a
ionizacao por electrospray positivo sendo configurado no modo de monitoramento de
multiplas reacdes (MRM), monitorando as transicbes de m/z 303,8>153,4
(vildagliptina), m/z 129,4>70,8 (metformina) and m/z 252,7>158,4 (cimetidina —
padrdo interno). O tempo total de analise foi de 3 minutos e 0 método mostrou-se
linear na faixa de 100-1000 ng/mL para vildagliptina e de 1000-10000 ng/mL para
metformina. A validacdo do método foi avaliado investigando-se parametros, tais
como, especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez, obtendo-se
resultados em conformidade com os limites internacionalmente preconizados. Ainda,
outro método por CLAE-EM/EM foi desenvolvido e utilizado para avaliacdo dos
produtos de degradacdo encontrados nas condi¢cdes as quais os farmacos foram
mais suscetiveis. A partir desse método, foi possivel a obtencdo de um produto de
degradacdo com m/z 154,04 correpondente a degradacao oxidativa de vildagliptina e
outro produto de degradacdo com m/z 102,1 foi encontrado para a metformina tano
em condicbes de degradacdo acidas como térmicas. Cabe salientar que os dois
produtos de degradacédo encontrados (um para VLG e outro para a MET) séo o0s
primeiros descritos na literatura cientifica pelo nosso grupo de pesquisa. As
amostras degradadas também foram estudadas para determiner a citotoxicidade
preliminar in vitro utilizando-se células mononucleares humanas. Os resultados
indicaram que tanto os farmacos quanto seus produtos de degradacéo nao alteram a
membrana celular podendo, assim, ser considerados néo tdxicos para as células

humanas nas condi¢des experimentais testadas.

Palavras-chave: vildagliptina; metformina; validagdo; CLAE-EM/EM; produtos de

degradacéo; citotoxicidade.
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5.5. DISCUSSAO

A adocdo de medidas para a verificacdo da qualidade dos medicamentos
deve ser uma preocupagdo constante uma vez que existe um crescente
desenvolvimento de novos farmacos e produtos farmacéuticos pelas industrias

farmacéuticas.

Sendo assim, o controle de qualidade € uma ferramenta imprescindivel para a
industria farmacéutica, pois a partir dele pode-se garantir a obtencdo de
medicamentos mais eficazes, seguros, menos téxicos e mais estaveis em todas as

etapas do desenvolvimento e fabricacdo de medicamentos.

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

confiavel para determinacéo do farmaco na sua forma farmacéutica.

Os agentes hipoglicemiantes, vildagliptina e cloridrato de metformina,
utilizados para o tratamento da diabetes melittus tipo 2 e pertencentes as classes
dos inibidores da enzima dipeptidil peptidase IV e biguanidinas, respectivamente
possuem grande importancia terapéutica principalmente por ndo causarem

hipoglicemia e aumento de peso como em outras classes de hipoglicemiantes orais.

Uma grande parte dos medicamentos que sdo comercializados ainda nao
possui métodos analiticos publicos descritos para suas analises. A vildagliptina ndo
apresenta monografia em coédigos oficiais e existe uma caréncia na literatura
pesquisada em relacdo a andlise quantitativa para sua determinacdo comprimidos.
Em relacdo a determinacdo quantitativa da sua associacdo com o cloridrato de
metformina, farmaco utilizado ha bastante tempo para o tratamento da diabetes
mellitus, em comprimidos revestidos também nao foram encontrados relatos na
literatura pesquisada. Devido a indisponibilidade de métodos que atentem a
gualidade das formas farmacéuticas comercializadas, 0os objetivos desse trabalho
contemplam o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos qualitativos e

guantitativos, ensaios de dissolugao e estudo de estabilidade.

No desenvolvimento das técnicas por eletroforese capilar, inUmeros ajustes
foram feitos até que fosse possivel estabelecer as condi¢des ideais para as analises.

A composicao do eletrdlito, voltagem aplicada, dimensdes do capilar, temperatura de
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analise, modo e tempo de injecdo da amostra e comprimento de onda de deteccao
foram alguns dos pardmetros considerados durante o desenvolvimento dos métodos

analiticos.

A eletroforese capilar em zona livre foi primeiramente testada e apresentou
resultados satisfatérios em todas as analises realizadas. Utilizou-se entdo, para a
analise de VLG em comprimidos, o tampéao fosfato de potassio monobasico a um pH
de 8,0. A ultima diluicdo da amostra foi feita em &gua, pois ocorreu uma diminui¢ao
consideravel e significativa na intensidade do pico da VLG quando utilizou-se
tampdo na diluicdo final. Para a andlise da VLG e da MET em comprimidos
revestidos utilizou-se tampédo tetraborato de sédio com pH 9,0. A dltima diluicdo
também foi realizada em agua e as analises foram realizadas em dois comprimentos
de onda diferentes. Para a VLG utilizou-se o comprimento de onda em 207 nm e
para a MET o comprimento de onda em 250 nm. Analisando o espectro de UV da
VLG, apresenta somente um comprimento de onda de méaxima absorcédo (207 nm) e,
por isso, foi considerada a Unica possibilidade de quantificacdo nesse comprimento
de onda. A MET possui mais de um comprimento de onda para a quantificacao e,
nesse caso, optou-se pelo comprimento de onda de menor absorcdo (250 nm),
devido a melhor simetria e intensidade de pico encontradas nessa condicdo. Apos o
teste de proporcionalidade, entre varios farmacos como padréo interno, para ambos
0s métodos, o cloridrato de ranitidina foi escolhido, ja que este farmaco apresenta
boa absorcéo tanto no comprimento de onda de 207 nm guanto no comprimento de
onda de 250 nm. O padrao interno foi utilizado para minimizar a variacdo do sistema
de injecdo e garantir a boa reprodutibilidade do método eletroforético. Testou-se
também a cromatografia capilar eletrocinética micelar (MECK) com o intuito de
melhorar o perfil dos picos e a intensidade do sinal da VLG, porém ndo foram
encontrados picos nas analises realizadas utilizando diferentes eletrélitos, pHs e

proporgdes de tensoativos.

A partir dos resultados obtidos na avaliacdo dos parametros de validacao foi
possivel confirmar que os métodos desenvolvidos por EC foram validados
adequadamente nas formas farmacéuticas avaliadas. As técnicas também
possibilitaram a identificagdo qualitativa dos farmacos e a determinagéo na presenca

de produtos de degradacdo sugerindo a aplicacdo das metodologias para
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monitoramento da estabilidade dos farmacos nas suas respectivas formas

farmacéuticas.

Os estudos de degradacdo forcada realizados por EC proporcionaram o
conhecimento dos principais fatores de degradacdo e a validacdo de métodos
indicativos de estabilidade. Durante esta fase de desenvolvimento do método
analitico objetivou-se a degradacdo entre 5 a 20% do farmaco, evitando
degradacdes muito drasticas (ALSANTE, 2007).

As curvas de pureza obtidas para os picos de vildagliptina e de cloridrato de
metformina, obtidos nas diferentes condicdes de degradacdo, demonstraram a
seletividade do método por EC, indicando que mesmo na presenca de provaveis
produtos de degradacdo, o método apresenta seletividade suficiente para quantificar

os farmacos de interesse.

Ainda, os resultados do método desenvolvido e validado por EC para a
determinacdo de VLG em comprimidos foram comparados estatisticamente com 0s
resultados de quantificacdo obtidos pelo nosso grupo de pesquisa pelo método
CLAE-UV (BARDEN et al., 2012). Os resultados foram avaliados pelo teste t de
Student presumindo variancias equivalentes. A analise estatistica demonstrou que
ndo ocorreram diferencas significativas entre os mesmos para um nivel de confianca
de 95% indicando haver equivaléncia entre os métodos propostos na determinacéo

guantitativa de VLG em comprimidos.

A CLAE-EM/EM é bastante utilizada para a identificacdo de produtos de
degradacdo e vem sendo gradativamente inserida na industria farmacéutica, porém
0 equipamento possui custo elevado de aquisicdo e manutencédo e existe ainda a
necessidade de pessoal qualificado para opera-lo. Nesse trabalho, essa técnica foi
utilizada com o intuito de proporcionar uma alternativa a CLAE-UV no controle de
gualidade de medicamentos e também com a finalidade de identificar produtos de
degradacédo. Para tal, no desenvolvimento do método varios parametros foram
cuidadosamente estabelecidos como: a otimizacdo do espectrdbmetro para uma
maior sensibilidade para deteccéo dos dois compostos estudados selecionando as
transicdes adequadas e mais abundantes de ions dos padrées de VLG e MET e do
PIl. Diferentes colunas cromatograficas foram testadas, entre elas, colunas Cg e Cjs.
A coluna empregada foi uma Cg de 150 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro

interno. Os solventes testados para a escolha da fase mével foram os mais

123



comumente utilizados em analises com detec¢cdo por espectrometria de massas por
possuirem caracteristicas de volatilidade e de adequada ionizacdo dos analitos de
interesse, como o acido férmico e o acetato de amonio, em diferentes concentracdes
e propor¢cdes em combinacdo com solventes organicos. O meétodo proposto e
validado nesse trabalho cumpriu os requisitos preconizados pela literatura para

andlises qualitativas e quantitativas de ambos farmacos hipoglicemiantes estudados.

O estudo de estabilidade de VLG e MET foi realizado por meio da degradacao
forcada a qual cada um dos farmacos foi suscetivel. De acordo com os resultados de
especificidade obtidos por EC e por CLAE (demonstrado no Capitulo 1) ocorreu
degradacdo da VLG nas condi¢Bes bésica, oxidativa e térmica enquanto que a
degradacdo da MET foi mais favorecida nas condi¢cbes &cida, basica e térmica. As
degradacbes escolhidas para efetuar a identificacdo dos produtos de degradacéo
foram aquelas as quais houve um decréscimo significativo no teor de VLG e MET e 0
aparecimento de pelo menos um produto de degradacdo majoritario no
cromatograma, ou seja, ha condicao oxidativa para VLG e nas condi¢Bes acida e
térmica para a MET. ApOs a realizacdo das degradacdes, procedeu-se a andlise por
CLAE-EM/EM para a separacao dos farmacos de seus produtos de degradacédo. Foi
necessario desenvolver dois métodos analiticos diferentes (um para VLG e outro
para MET) para conseguir a adequada separacdo dos picos e seus degradados. A
partir disso, e pelo adequado monitoramento dos ions mais estaveis, foi possivel a
identificacdo de um produto de degradacdo para a VLG e de outro produto de
degradacdo para a MET, sendo o mesmo produto obtido nas condi¢cdes acida e
térmica. O produto de degradacdo majoritario obtido para a VLG (m/z 154.1) na
condicdo oxidativa confirma os resultados obtidos anteriormente pelo nosso grupo
de pesquisa. Com relacdo ao produto de degradacéo obtido para a MET (m/z 102.1),
ndo existem dados na literatura referentes a identificacdo de produtos de

degradacéo sendo o nosso trabalho o primeiro relacionado a esse assunto.

Ainda, realizou-se o teste de citotoxicidade para avaliacédo tanto dos farmacos
sem degradacéo quanto de seus produtos de degradacao encontrados. Esse teste
avalia o dano a membrana celular, em células mononucleares humanas. Se a
substancia em analise possuir consideravel potencial citotoxico ocorre 0 rompimento
da membrana celular e a posterior liberagcdo de lactato desidrogenase (LDH)

intracelular. Nos testes realizados tanto para os padrées e amostra dos farmacos
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VLG e MET sem degradacdo quanto para os mesmos com degradacéo, no tempo e
concentragfes avaliados, foi possivel verificar que ndo houve extravasamento de
LDH intracelular e, consequentemente, os farmacos n&o revelaram potencial

citotoxico.
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5.6. CONCLUSOES

4 Os métodos desenvolvidos por EC nas condi¢cdes experimentais estabelecidas,
mostraram-se especificos, lineares, precisos, exatos e robustos nas analises
guantitativas de vildagliptina em comprimidos e da associacdo de vildagliptina e

cloridrato de metformina em comprimidos revestidos.

¢ Os métodos validados por EC foram considerados indicativos de estabilidade
pois permitiram a diferenciacdo dos produtos de degradacdo obtidos dos

farmacos em estudo;

¢ O método quantitativo desenvolvido por CLAE-EM/EM foi satisfatoriamente
validado e pode ser utilizado como alternativa na determinacdo dos farmacos em

associacao na formulagéo farmacéutica;

4 O método por CLAE-EM/EM possibilitou a identificacdo dos ions moleculares de
dois produtos de degradacdo, um para vildagliptina e outro para metformina,
permitindo propor a rota de degradacao para os farmacos.

4 Os métodos validados por CLAE e EC para a determinacdo quantitativa de
vildagliptina ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas de

acordo com o teste t de Student, presumindo variancias equivalentes.

4 No ensaio de citotoxicidade em células mononucleares humanas, as amostras
degradadas, nas concentracdes de 10-100 pg/mL (VLG), 100-1000 pg/mL (MET)
e 10/100-100/1000 pg/mL (VLG/MET) n&o apresentaram potencial efeito

citotoxico.
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6. CAPITULO lIl: ENSAIOS DE DISSOLUCAO
6.1. INTRODUCAO

Os ensaios de dissolugdo sao procedimentos analiticos que avaliam a taxa de
liberacdo de farmacos a partir de suas formas farmacéuticas, geralmente em
produtos farmacéuticos solidos utilizados para a via oral como comprimidos e
capsulas. A liberacdo da forma farmacéutica, a solubilizacdo sob condi¢cdes
fisiologicas e a permeabilidade atravées de membranas sao fatores que podem limitar
a absorcao de farmacos apés a administracdo oral de formas farmacéuticas soélidas
(QURESHI, 2006).

Os meétodos de dissolucdo sdo requisitos fundamentais para assegurar a
gualidade lote a lote do produto farmacéutico, no desenvolvimento de novos
produtos e para garantir a qualidade apds mudancas na formulagdo ou mudancgas no
processo produtivo (SHARGEL et al., 2005).

Existem alguns fatores que afetam a velocidade de dissolugdo in vitro e
devem ser consideradas quando se realiza o desenvolvimento de um método de
dissolucdo. O tamanho da particula, a solubilidade, a higroscopicidade e a presenca
de polimorfismo sédo fatores relacionados ao farmaco. Em relacdo a forma
farmacéutica podemos considerar os excipientes presentes na forma farmacéutica.
Quando consideramos o0 meio de dissolucdo devemos verificar e ajustar o0s
parametros relacionados ao volume do meio, a presenca de gases dissolvidos, ao
pH e a viscosidade do meio de dissolucdo. Por fim, devemos considerar as
caracteristicas relacionadas ao equipamento como dispositivo de agitacdo e
velocidade. Todos esses fatores sdo importantes e podem afetar a velocidade de
dissolucéo dos farmacos em estudo e, por isso, devem ser consideradas (AULTON,
2005).

A selecédo das condi¢cdes do teste de dissolucdo devem ser planejadas no
sentido de obter o maximo poder discriminatorio e resultar na capacidade de refletir
mudancas feitas na formulacdo, no processo de fabricacdo, ou nas caracteristicas
fisico-quimicas do farmaco (MARQUES & BROWN, 2002; PHARMACOPEIAL
FORUM, 2004). A avaliacdo do perfil de dissolu¢do do farmaco (porcentagem de
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farmaco dissolvido versus tempo) em diferentes meios € recomendada como suporte

no desenvolvimento dos testes de dissolucéo.

Nenhum dos objetivos dos ensaios de dissolucdo sera alcancado se o
meétodos analitico utilizado nao for confiavel e apresentar, no minimo, especificidade,
robustez, linearidade, precisédo e exatidao dos resultados. Antes de prosseguir com a
validagdo do método de dissolucdo deve-se avaliar a calibragdo do equipamento a
ser utilizado, as condi¢bes sink e a influéncia dos filtros (MARQUES & BROWN,
2002; MARCOLONGO, 2003).

Na literatura pesquisada ndo foram encontrados estudos relacionados a
liberagdo de vildagliptina ou da sua associagdo com cloridrato de metformina de
suas formas farmacéuticas. Assim, foram desenvolvidos e validados dois métodos
de dissolucéo para comprimidos de vildagliptina e comprimidos revestidos contendo
vildagliptina em associacdo com cloridrato de metformina que estdo apresentados a

seguir na forma de artigos cientificos.
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6.2. SECOND-ORDER DERIVATIVE UV SPECTROPHOTOMETRIC AND RP-HPLC
METHODS FOR THE ANALYSIS OF VILDAGLIPTIN AND ITS APPLICATION FOR
DISSOLUTION STUDY

A. T. Barden®, B. L. Piccolil, N. M. Volpato*, and M. Steppe’

!Laboratory of Research in Pharmaceutical Quality Control, Faculty of Pharmacy,
Federal University of Rio Grande do Sul, 90610-000 Porto Alegre-RS, Brazil

6.2.1. RESUMO

Este estudo descreve dois métodos analiticos, por espectrofotometria UV derivada
de segunda ordem (2D-UV) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
para a determinacdo de vildagliptina, um farmaco utilizado no tratamento da
Diabetes Mellitus tipo 2, pertencente a classe terapéutica denominada inibidores da
dipeptidil peptidase 4. Os métodos foram validados de acordo com as guias oficiais
internacionais. O método de 2D-UV foi utilizado no comprimento de onda de 220 nm,
o qual foi o ponto de anulacdo no qual ndo houve interferéncia dos excipientes da
formulagédo, com delta lambda de 8 e fator de escala de 20. O método por CLAE foi
otimizado e a anélise foi realizada utilizando uma coluna Agilent® C8 (150 mm x 4,6
mm, 5 ym), com deteccdo em 207 nm, fase movel constituida de solucdo tampéo
fosfato de potassio pH 7,0 e acetonitrila (85:15, v/v) com eluicao isocréatica de 1,0
mL/min. Para o método de dissolu¢cdo, alguns parametros foram testados até o
alcance de condicdes satisfatérias para execucdo do método. As condi¢cbes
utilizadas foram meio de dissolugdo contend 900 mL de &cido cloridrico 0,01 M,
dispositivo pas e velocidade de agitacdo de 50 rpm. Especificidade, linearidade,
precisdo e exatiddo foram os parametros avaliados para a validagcdo do método de
dissolugcéo. Os metodos por 2D-UV e por CLAE foram satisfatoriamente aplicados na
analise da liberacdo do farmaco das amostras dos comprimidos de vildagliptina

obtidos no comércio.

Palavras-chave: vildagliptina; espectrofotometria UV derivada; CLAE; método de

dissolugao.
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6.3. STABILITY INDICATING RP-HPLC METHOD FOR
SIMULTANEOUS DETERMINATION AND IN VITRO DISSOLUTION
STUDIES FOR VILDAGLIPTIN AND METFORMIN IN COATED TABLETS

Amanda Thomas Barden?, Bruna L. Piccoli*, Nadia M. Volpato®, Martin Steppe’

'Postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Rio
Grande do Sul, Porto Alegre-RS, Brazil

6.3.1. RESUMO

O objetivo do presente estudo foi desenvolver e validar um método indicativo de
estabilidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a determinacao
simultanea de vildagliptina e metformina em comprimidos revestidos e um método de
dissolucéo para avaliacao da liberacdo dos farmacos para controle de qualidade lote
a lote. A determinagdo simultanea por CLAE foi realizada em dois comprimentos de
onda (207 nm para vildagliptina e 250 nm para metformina) para obtencao do teor
dos farmacos nos comprimidos e do perfil de liberacdo dos farmacos a partir da
forma farmacéutica avaliada. A andlise foi realizada em uma coluna Agilent® C8 (150
mm x 4,6 mm, 5 um) com fase mével composta por heptanossulfonato de sédio pH
3,0 (ajustado com &cido fosférico), acetonitrile e methanol (81:18:1, v/v), eluicdo
isocratica de 1,0 mL/min e temperature do forno de 25 °C. Para o estudo de
dissolucdo, a condicao sink foi estabelecida a partir da solubilidade dos farmacos
nos meios de dissolucdo testados para formulacdes de liberacdo imediata. As
condic¢Bes utilizadas foram: meio de dissolugéo contendo tampéo fosfato de potassio
dihidrogenado pH 6,8, dispositivo pas com velocidade de agitacdo em 50 rpm e
volume das cubas de 900 mL. Os perfis de liberacéo para vildagliptina e metformina
alcancaram mais do que 98% da quantidade rotulada até 15 minutos. Os métodos
de CLAE e dissolucédo foram validados de acordo com o preconizado pelas guias

internacionais para especificidade, linearidade, preciséo, exatidao e robustez.

Palavras-chave: vildagliptina; metformina; CLAE; métodos de dissolucéo.
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6.4. DISCUSSAO

A utilizacdo de métodos analitico ! imprescindivel para que o controle de
gualidade possa garantir a seguranca, eficacia e qualidade total de um
medicamento. Sao varias as metodologias analiticas que podem ser utilizadas na
analise farmacéutica, tais como, técnicas cromatograficas, eletroforéticas e
espectrais. Essas técnicas podem ser empregadas e escolhidas de acordo com o
tipo de andlise que se quer realizar (GOROG, 2007, SHABIR et al., 2007; ROZET et
al., 2007).

O método por CLAE, sendo um método de separacdo, fornece elevada
seletividade na identificacdo de componentes de uma amostra, garantindo a
identidade das substancias desde que haja um padrédo de referéncia de identidade
conhecida. Os resultados obtidos por CLAE demonstram que os tempos de retencao
para o padrdo de vildagliptina e para a VLG presente nos comprimidos s&o 0s
mesmos, indicando que as amostras possuem as mesmas caracteristicas e,
portanto, a mesma identidade. O mesmo ocorreu com 0s tempos de retencdo dos
padrdes de VLG e de MET em relacdo aos tempos de retencdo encontrados para os
mesmos compostos em associacdo nos comprimidos revestidos. Além disso, 0s

perfis cromatogréaficos foram semelhantes em todas as andlises realizadas.

Para o desenvolvimento e posterior validacdo do método para quantificacéo
de VLG por CLAE, varios tipos e proporcdes de fase movel foram testadas
avaliando-se combinac¢des entre solventes organicos e solugbes tamponantes em
diferentes proporc¢fes, na faixa de pH entre 3,0 e 7,0. Para o método proposto
empregou-se uma coluna C8 de 15 cm, a qual forneceu um desempenho
cromatografico adequado para o farmaco em estudo. Inicialmente testou-se solucao
aquosa com pH ajustado a 7,0 com trietilamina, porém, como esse meétodo foi
desenvolvido com o intuito de aplica-lo posteriormente para o estudo de dissolucéo
foi necesséario recorrer ao uso de sais para tamponamento da fase movel.
Resultados satisfatérios foram obtidos com a mistura constituida por tampéao fosfato

de potassio monobasico pH 7,0 e acetonitrila (85:15, v/v).

Durante o desenvolvimento do método de quantificacdo da associacao de
VLG e MET por CLAE foram testados varios tipos de colunas (C8, C18, fenil e
ciano), com diferentes comprimentos (10, 15 e 25 cm). Como ambos os farmacos
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possuem caracteristicas polares, a separacéo foi dificultada em todas as colunas
testadas ja que, principalmente, o cloridrato de metformina apresentou menor tempo
de retencdo nas colunas cromatogréficas. Foram testadas diferentes composicdes
de fase mével em ampla faixa de pH (entre 3,0 e 8,0) de acordo com a capacidade
de cada coluna. Porém, mesmo assim, ndo foi possivel obter um adequado tempo
de retencdo e fator de capacidade para a MET. Sendo assim, optou-se por testar
fase médvel constituida de sais que possuem a funcdo de pareamento i6Gnico
objetivando a maior retencdo do farmaco na coluna. Foram testados os sais
pentanossulfonato, heptanossulfonato e octanossulfonato de sodio em diferentes
proporcées de solventes organicos e pHs. Uma andlise rdpida com adequados
tempos de retencdo para ambos os farmacos, 6timo fator de capacidade e dos
demais parametros de adequabilidade do sistema foram alcancados utilizando como
fase movel solucdo aquosa contendo heptanossulfonato de sdédio com pH 3,0
ajustado com acido fosférico, acetonitrila e metanol (81:18:1, v/v) com uma coluna
C8 de 15 cm. Esse método foi utilizado posteriormente para a avaliacdo da liberacao

de VLG e MET em comprimidos revestidos a partir de ensaios de dissolucéo.

Métodos indicativos de estabilidade s&o requeridos para monitorar possiveis
produtos de degradacdo que possam surgir devido a interagcdes da substancia ativa
com 0s excipientes, no processo de producédo, em embalagens e/ou armazenamento
inadequado. Esses métodos devem ser robustos e reunir todos os parametros de
validacdo requeridos em cada estagio do desenvolvimento e na analise do produto
final (BOUABIDI et al., 2010; SEHRAWAT et al., 2010).

Com base no exposto, ressalta-se a importancia do método desenvolvido pela
capacidade de determinar os farmacos na presenca de produtos de degradacéo
sugerindo, assim, que o método pode ser aplicado para verificacdo da estabilidade
dos farmacos nas duas formas farmacéuticas estudadas conforme pode ser

observado no item 6.3 do Capitulo III.

Considerando todos os resultados obtidos na avaliagdo dos parametros de
especificidade, linearidade, precisao, exatidao, limites de deteccéo e quantificagao e
robustez, é possivel afirmar que os métodos por CLAE foram validados de forma
satisfatéria para a determinacdo quantitativa de VLG em comprimidos e para a
determinacao de VLG e MET em comprimidos revestidos. O teste de dissolucéo

7

de medicamentos € uma ferramenta largamente empregada pelo controle de
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gualidade farmacéutico, sendo de grande utilidade ao setor de desenvolvimento e
para acompanhamento da reprodutibilidade lote a lote dos produtos. No
desenvolvimento do ensaio de dissolugdo € importante conhecer a solubilidade e

estabilidade do farmaco no meio de dissolucéo.

Apesar de néo ter sido encontrada a classificacdo biofarmacéutica da VLG,
pode-se inferir que o farmaco seja pertencente a Classe |, pois apresentou uma alta
solubilidade aquosa e, segundo dados da literatura, possui biodiponibilidade de 85%
e alta permeabilidade (EMEA, 2007). Foi realizado, assim, o método de dissolucao
obtendo-se o perfil de dissolucdo a fim de conhecer as informacdes geradas a partir

do teste desenvolvido.

Para a realizacédo dos estudos de dissolucao realizou-se o desenvolvimento
dos métodos de andlise. Os métodos utilizados para quantificacdo foram os
desenvolvidos e validados para a VLG por CLAE e 2D-UV. A validacdo do método
por espectrofotometria na regido do UV derivada permitiu a determinagéo
guantitativa de uma maneira rapida e precisa e a aplicacdo direta em testes de
dissolucéo, de extrema importancia para o controle de qualidade da vildagliptina nos

comprimidos.

A VLG mostrou-se bastante soluvel nos meios testados (HCI 0,01 M e 0,1 M;
tampéo acetato pH 4,5; tampéao acetato pH 6,0 e tampao fosfato pH 6,8) e sua
estabilidade foi determinada no meio escolhido, HCI 0,01 M, sendo que o farmaco
manteve-se estavel por 24 h em temperatura ambiente (25 °C). Para a escolha da
velocidade de agitacdo, foi selecionada a faixa recomendada pela USP 36 para pas
(50-75 rpm). No entanto, n&do foi observada uma diferenca significativa nos perfis de
liberacdo do farmaco entre as duas velocidades testadas. Assim, as condi¢des do
ensaio de dissolucao foram: 900 mL HCI 0,01 M e dispositivo 2 (pas) com velocidade

de agitacéo de 50 rpm.

Para a avaliagcdo da dissolucdo dos comprimidos revestidos contendo VLG
em associacdo com MET foram testados os meios tampao acetato pH 4,5; tampéo
fosfato pH 6,8 e pH 7,4. O meio contendo &cido cloridrico ndo foi testado, pois a
MET é suscetivel a degradacdo nesse meio e, portanto, ndo possui estabilidade. Os
farmacos apresentam alta solubilidade nos meios testados e, portanto, alta taxa de
liberacdo no decorrer do tempo. O meio em que se observou ser mais adequado

para o controle de qualidade dessa formulagéo foi o contendo tampéao fosfato de
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potassio pH 6,8, utilizando pas como dispositivo de agitacdo na velocidade de 50
rpm. Para avaliagdo dos perfis de liberacdo dos farmacos utilizou-se o método
desenvolvido e validado por CLAE para a associacdo de ambos os farmacos em

comprimidos revestidos.

Por fim, com o intuito de conferir a intercambiabilidade dos métodos
desenvolvidos e validados por CLAE e 2D-UV foi realizada a andlise comparativa
dos resultados através do teste t de Student presumindo variancias equivalentes. Os
resultados demonstraram que ndo ocorreram diferencas significativas para um nivel
de confianca de 95% indicando haver equivaléncia entre os métodos propostos na

determinacao quantitativa dos farmacos nas duas formas farmacéuticas estudadas.
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7. CONCLUSOES GERAIS

4 Os métodos desenvolvidos por CLAE-UV, CZE-UV, CLAE-EM/EM e CLUE-
EM/EM mostraram-se adequados para a identificacdo dos farmacos nas

formulagGes avaliadas;

4 Os métodos validados por CZE foram capazes de analisar ambos os farmacos,

sendo adequadamente validados e considerados indicativos de estabilidade;

¢ O método 1 (CLAE-EM/EM) foi validado e permitiu a quantificacdo simultanea

dos farmacos com alta sensibilidade e seletividade;

¢ Pelo método 2 (CLAE-EM/EM) foi possivel a identificacdo e separacdo dos
produtos de degradacdo de cada farmaco, permitindo propor suas estruturas

moleculares;

¢ O ensaio de citotoxicidade demonstrou ndo haver dano a membrana celular

humana tanto dos farmacos como de seus respectivos produtos de degradacao;

4 Os métodos (2D-UV e CLAE-UV) foram validados e utilizados para avaliacdo da

liberagcéo de VLG em comprimidos;

¢ O método (CLAE-UV) validado para avaliagcdo da liberacdo simultdnea dos
farmacos VLG e MET foi utilizado, demonstrando sensibilidade suficiente para
determinacdo da quantidade dissolvida de cada farmaco no meio de dissolucéo

escolhido;
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4 O uso de HCI 0,01M (VLG) e tampao fosfato de potassio pH 6,8 (VLG + MET)
como meios de dissolugdo demonstraram resultados satisfatorios para o controle

de qualidade de rotina das formas farmacéuticas avaliadas.
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