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MS — Mass spectrometry — Espectrometria de massas;
m/z — Relagdo massa/ carga;

OMS - Organiza¢do Mundial da Saude;

PD — Produto de degradacao;

PB — Plackett-Burman;

pvdf — fluoreto de polivinilideno;

R? — Coeficiente de determinacéo;

RDC — Resolucéo de Diretoria Colegiada;

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear;

RPM — Rotagbes por minuto;

t%2 - Tempo de meia vida;

too — Tempo para que ainda reste 90% do farmaco;
TGA — Therapeutical Goods Administration

UPLC-UV-ESI-MS — Cromatografia liquida de ultra performance com detector de
massas;

USP — United States Pharmacopea,;
UV — espectrofotometria no ultravioleta.
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RESUMO

Linagliptina (LGT) € um farmaco membro da classe de gliptinas que inibe a enzima
dipeptidil - peptidase - 4 . Elas sdo usadas para reduzir os niveis de glicose no
sangue em pacientes com Diabetes mellitus tipo 2. Devido a seu recente
desenvolvimento e lancamento no mercado, a LGT ndo tem monografia em
compéndio oficial, nem em registros nacionais ou internacionais disponiveis para
determinacdes qualitativas e quantitativas indicativas de estabilidade do farmaco. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver um método cromatogréafico para caracterizar
LGT em forma de comprimido contendo 5 mg do farmaco, avaliar a cinética de
degradacdo de LGT frente a condi¢cdo alcalina (padrdo e amostra), determinar a
possivel citotoxicidade dos produtos de degradacdo, tanto do farmaco quanto do
padrdo, em células mononucleares e sugerir 0s possiveis principais produtos de
degradacédo, além de desenvolver método de dissolucdo para os comprimidos. Um
método simples por cromatografia liquida de fase reversa indicativo de estabilidade
foi otimizado e validado de acordo com o International Conference on Harmonization
sob os critérios de aceitagdo como especificidade, linearidade, precisdo, exatidao,
robustez e adequabilidade do sistema. A coluna analitica C8 (150 mm x 4,6 mm X 5
um) foi utilizada a 30 °C com uma mistura de agua (trietilamina 1,0 %, ajustado para
pH 4,5 com &acido ortofosforico) e de acetonitrila (80:20, v/v), com vazéo de 1,2
mL.min™" e a deteccdo a 293 nm. Os excipientes néo interferiram na determinacao
da LGT. Além disso, em estudos de degradacdo forcada, ndo foi observada
interferéncia no pico do farmaco. A cinética de degradacdo em meio basico sob
aquecimento a 60 °C foi determinada e tanto padrédo e amostra seguem cinética de
primeira ordem com constante (k) igual 2 0,25 h* e 0,21 h*, t %sigual a 2,77 h e 3,31
h e coeficiente de determinacgéo igual a 0,9153 e 0,9775 para o padrdo e amostra,
respectivamente. Foram avaliados os danos da membrana celular provocados pela
LGT a 100 mg mL™ e pelos produtos de degradacéo formados. Nas concentracées
avaliadas e na degradacdo forcada até 50% e 100% dos comprimidos, nao foi
verificado nenhum dano celular tanto a luz UV-C quanto na condi¢do alcalina. As
estruturas moleculares foram sugeridas a partir de andlises de espectro de massa
para a identificacdo dos produtos de degradacédo formados. A LGT foi obtida apés
6,3 min de anélise e a resposta foi linear na faixa de 1-50 ug mL™ (r = 0,9998 ),
observou-se regressao linear significativa e desvio da linearidade nado significativa
por meio de andlise de variancia. O método foi preciso (DPR intradia e interdia <
1,10 %), exatiddo (média de recuperacdo = 98,6%), e robusto. Limite de deteccédo e
limite de quantificacdo foram de 0,14 e 0,45 mg.mL™, respectivamente. Para analise
biofarmacéutica foi desenvolvido método de dissolucéo utilizando meio citrato pH 3,5
com aparato cesta, velocidade de agitacdo de 75 rpm a temperatura de 37 + 0,5 °C.
De acordo com os resultados obtidos, o farmaco pode ser um candidato a
bioisencdo. As condi¢cbes propostas foram aplicadas com sucesso para a analise
guantitativa da LGT em comprimido, o que ajudard a melhorar o controle de
qualidade de medicamentos e contribuir para estudos de estabilidade desta gliptina.

PALAVRAS-CHAVE: Linagliptina; cromatografia liquida de alta eficiéncia; estudo de
estabilidade; dano a membrana celular; espectrometria de massas; ensaio de
dissolucéo; bioisengéao.
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ABSTRACT

Linagliptin (LGT) is drug a member of the class of gliptins that inhibits the enzyme
dipeptidyl-peptidase-4. They are used to reduce glucose blood levels in patients with
type 2 Diabetes mellitus. Due to its recent development and market launching, LGT
has no official compendium monograph, national or international, or available
registries for qualitative and quantitative determinations of this drug. The objective of
this work was to develop a LC method to characterize LGT in tablet dosage form
containing 5 mg, evaluating the kinetics of degradation of LGT (standard and
sample), determining the possible cell membrane damage of drug degradation
products in mononuclear cells and suggest the possible major degradation products.
A simple and stability-indicating reversed-phase liquid chromatography method was
optimized and validated according to International Conference on Harmonization
acceptance criteria for specificity, linearity, precision, accuracy, robustness and
system suitability. A C8 analytical column (150 mm x 4.6 mm x 5 ym) was operated
at 30 °C with a mixture of triethylamine 1.0% and acetonitrile (80:20, v/v), adjusted to
pH 4.5 with ortophosphoric acid, at a flow rate of 1.2 mL min™* and detection at 293
nm. The excipients did not interfere in the determination of LGT. Furthermore, in
forced degradation studies no interference in the drug peak was observed. The
kinetics of degradation in basic medium under heating at 60 °C was determined and
standard both standard and sample follows first order kinetic with constant (k) equal
to 0,25 h* and 0,21 h*, t¥ equal to 2,77 h and 3,31 h and coefficient of
determination equal to 0,9153 and 0,9775 for standard and sample, respectively. The
cell membrane damage of LGT at 100 ug mL™* and the formed products by its
degradation were evaluated. At the appraised concentration and at forced
degradation until 50% and 100% of the tablets, both UV-C light and alkaline
conditions, no cell damage was verified. Structures were suggested for identifying the
degradation products formed from mass spectral analyzes. The chromatography was
obtained within 6.3 min and the response was linear in the range of 1-50 ug mL™ (r=
0.9998) showed significant linear regression and non-significant linearity deviation by
analysis of variance. The method was precise (intra-day relative standard deviation
(RSD) and inter-day RSD values < 1.10%), accurate (mean recovery = 98.6%), and
robust. Limit of detection and limit of quantitation were 0.14 and 0.45 pg mL?,
respectively. For biopharmaceutical analysis, a dissolution method was developed
using citrate medium pH 3.5, basket apparatus, stirring rate of 75 rpm at temperature
of 37 £ 0.5 °C. According to the results, the drug may be a biowaiver candidate. The
proposed conditions were successfully applied for the quantitative analysis of LGT in
tablet dosage form, which will help improving the drug quality control and contribute
to stability studies of this gliptin.

KEYWORDS: Linagliptin; high performance liquid chromatography; stability studies;
membrane cell damage; mass spectrometry; dissolution test; biowaiver
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1. INTRODUCAO







O desenvolvimento tecnoldgico na area farmacéutica vem se difundindo e
obtendo maior visibilidade na agenda governamental e na sociedade. A maior
abrangéncia dos medicamentos garante a existéncia de produtos para quase todas
as enfermidades. Além disso, os medicamentos sdo cada vez mais seguros e
eficazes, contribuindo para aumentar a expectativa e a qualidade de vida da
populacao (OLIVEIRA et al., 2006).

Durante o processo de desenvolvimento do farmaco, a validacdo de método
analitico é realizada para garantir que 0 mesmo seja exato, especifico e reprodutivel
dentro de uma determinada variacdo na qual a substadncia em exame seri
analisada. Conforme a definicdo existente na Farmacopeia Americana, a validacéo
de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro, sendo algumas
vezes mencionado como “o processo que fornece uma evidéncia documentada de
que o método efetivamente realiza o que se propde a executar” (USP 36, 2013).

Ha uma tendéncia de mercado para pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento de doencas metabodlicas, como o diabetes e suas
complicacBes associadas. As principais areas de investigacdo a desenvolver,
relacionadas com a prevencédo e o tratamento do diabetes e as suas complicacoes,
sdo as doencas cardiovasculares, o metabolismo dos lipideos, a obesidade e o
metabolismo da glicose (EFPIA, 2007).

Diabetes mellitus (DM) € uma das doencas mais comuns ndo transmissiveis
em todo o mundo. Dados epidemioldgicos (Figura 1) mostram que 366 milhdes de
pessoas eram portadoras de diabetes em 2011, este niumero pode atingir 552
milhdes em 2030. Ha um agravante nesses dados, estima-se que 183 milhdes de
pessoas apresentam diabetes néo diagnosticada (IDF, 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude (2011) define o DM como uma doenca
cronica, que ocorre quando o pancreas nao produz insulina suficiente, ou quando o
corpo ndo pode utlizar de forma eficaz a insulina que produz, isto leva a um
aumento da concentracdo de glicose no sangue, sendo, sem duavida, um dos
problemas de salude mais desafiador do século 21 (IDF, 2011).

Neste sentido surgiu, em 2006, a sitagliptina, o primeiro medicamento de uma
nova classe de farmacos para o DM tipo 2, as gliptinas. Segundo as diretrizes da
Sociedade Brasileira de Diabetes (2009), esta é a classe de medicamento de

primeira escolha, no caso de intolerancia a metformina.




Figura 1. Evolucdo do DM no mundo entre os anos de 2000 a 2030.

EVOLUGAO DO DIABETES NO MUNDO (2000 - 2030)

Crescimento mundial previsto de 114% (171 milhdes a 366 milhdes)

70
18,2
+160%

Populacao diabética em 2000
Populagao diabética em 2030

% Crescimento

Fonte: World Health Organization. Diabetes programm. Facts and figures. Prevalence data.
Disponivel em <http://www.int/diabetes/facts/world_figures/en/>

As gliptinas atuam inibindo a dipeptilpeptidase IV (DPP-IV). Ao inibir esta
enzima, o medicamento impede a destruicdo das incretinas (GLP-1 e GIP),
horménios que estimulam o pancreas a produzir insulina quando o nivel de glicose
no sangue esta alto. Além disso, as gliptinas reduzem os niveis de glucagon em
pacientes que ndo conseguem atingir os niveis ideais de glicose com dieta e
exercicio (SCHEEN, 2012). Atualmente fazem parte desta classe os seguintes
farmacos: fosfato de sitagliptina, vildagliptina, saxagliptina, alogliptina e linagliptina
(LGT) (NEUMILLER; SETTER, 2012).

A LGT foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA), em maio de
2011. No Brasil é comercializada desde julho de 2011, com o nome de Trayenta®,
em comprimidos revestidos de 5 mg (BRASIL, 2011a). O desenvolvimento e
comercializacdo do produto sdo de responsabilidade da industria Boehringer
Ingelheim®.

Devido a seu recente desenvolvimento e lancamento no mercado, a LGT nao
possui monografia em compéndios oficiais, nacional ou internacional, apenas
registros de métodos de quantificagdo sem avaliacdo da estabilidade ou
identificacdo de possiveis produtos de degradacéo. Verificou-se, também, ndo haver
estudos para avaliar a dissolu¢éo do produto.




Justifica-se, portanto, desenvolver e validar método analitico indicativo de
estabilidade que possibilite avaliar a qualidade da LGT na forma farmacéutica sélida
comercializada. Este desenvolvimento pode contribuir na hipotese de surgimento
futuro de medicamentos similares ou genéricos deste farmaco, pois, até a presente

data, a LGT esta sob patente e é comercializada apenas por um laboratdrio no

Brasil, bem como colaborar para a elaboracdo de monografia oficial do farmaco.







2.

OBJETIVOS







2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar metodologia analitica para a caracterizacdo e
determinacao quantitativa de linagliptina em comprimidos revestidos de 5 mg, bem

como desenvolver e validar método de dissolugéo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Caracterizar a Substancia Quimica de Referéncia por espectrofotometria na
regido de Infravermelho (IV), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
espectrofotometria no ultravioleta (UV), espectrometria de massas, ponto e
faixa de fusdo, além da Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC);

= Caracterizar a LGT no produto acabado;

= Desenvolver método por cromatografia liquida especifico e indicativo de
estabilidade da molécula, aplicavel ao insumo e a forma farmacéutica
comprimido;

= Determinar a cinética de degradacdo do farmaco sob condi¢cdes de estresse
e identificar os produtos de degradacdo majoritarios por cromatografia liquida
de ultra performance com detector de massas (UPLC-UV-ESI-MS);

= Avaliar a possibilidade dos produtos de degradacdo majoritarios da LGT
infringirem dano a membrana celular;

= Desenvolver e validar método de dissolucdo para avaliagdo da forma

farmacéutica comprimido revestido contendo LGT.







3. REVISAO BIBLIOGRAFICA







3.1. DIABETES

Segundo as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2006), o DM nao
pode ser classificado como uma doenca Unica, mas sim como um quadro metabdlico
que apresenta em comum a hiperglicemia. Essa glicemia é o resultado de defeito na
acao da insulina, na secrecao de insulina ou ambos.

A patologia € classificada em trés tipos: Diabetes gestacional, DM tipo 1 e DM
tipo 2, sendo a ultima, causada por utilizacao ineficaz de insulina pelo corpo (OMS,
2011). E a forma presente em 90 a 95% dos casos (BARCELO & RAJPATHAK,
2001; OPAS, 2003; SBD, 2009).

A presenca de glicose elevada no sangue durante a gravidez € denominada
de Diabetes Gestacional. Geralmente a glicose no sangue se normaliza apés o
parto. No entanto, as mulheres que apresentam ou apresentaram diabetes
gestacional, possuem maior risco de desenvolverem diabetes tipo 2 tardiamente, o
mesmo ocorrendo com os filhos (GOODMAN; GILMAN, 2003; SBD, 2013; OMS,
2013).

O DM tipo 1 é também conhecido como diabetes insulinodependente,
diabetes infanto-juvenil e diabetes imunomediado. Neste tipo de diabetes a producao
de insulina do pancreas é insuficiente, pois suas células sofrem o que se chama de
destruicdo autoimune. Os portadores de diabetes tipo 1 necessitam injecdes diarias
de insulina para manterem a glicose no sangue em valores normais. Ha risco de vida
se as doses de insulina ndo sédo dadas diariamente. O DM tipo 1 embora ocorra em
qualquer idade é mais comum em criancas, adolescentes ou adultos jovens
(GOODMAN; GILMAN, 2003; SBD, 2013; OMS, 2013).

O DM tipo 2 é também chamado de diabetes ndo insulinodependente ou
diabetes do adulto e corresponde a 90% dos casos de diabetes. Ocorre, geralmente
em pessoas obesas com mais de 40 anos de idade embora na atualidade se
observa com crescente frequéncia em jovens, em virtude de maus habitos
alimentares, sedentarismo e estresse da vida urbana. Neste tipo de diabetes
encontra-se a presenca de insulina, porém sua acao é dificultada pela obesidade, o
gue é conhecido como resisténcia insulinica, uma das causas de hiperglicemia. Por
ser pouco sintomatica, o diabetes na maioria das vezes permanece por muitos anos

sem diagndstico e sem tratamento o que favorece a ocorréncia de suas
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complicagBes no coracdo e no cérebro (GOODMAN; GILMAN, 2003; SBD, 2013;
OMS, 2013).

O paciente com DM tipo 2 pode ndo apresentar nenhum sintoma ou 0 minimo
de sintomas durante anos antes de ser diagnosticado. Pode, também, ter aumento
da frequéncia urinaria (politria), sede (polidipsia), fome (polifagia), e perda de peso
inexplicada, além de sentir dorméncia nas extremidades, dor nos pés (disestesias), e
visdo turva. Outros sintomas sao a presenca de infec¢cdes recorrentes ou graves e
0S pacientes podem apresentar perda de consciéncia ou coma, mas iSSO € menos
comum do que em DM tipo 1 (OMS, 2013).

3.2. CLASSE DE FARMACOS UTILIZADOS PARA O TRATAMENTO DO DM
TIPO 2

Estdo disponiveis no mercado diversos medicamentos para o controle da
glicemia, como a metformina, do grupo das biguaninas, as sulfanilureias,
metiglinidas, glitazonas, também chamadas de tiazolidinedionas, e os inibidores da
alfa-glucosidade. Recentemente, novos farmacos foram introduzidos a esta lista: a
exenatida, a pramlintida (BRANCHTEIN et al., 2004) e as gliptinas (fosfato de
sitagliptina, vildagliptina, saxagliptina, alogliptina e linagliptina) (NEUMILLER,
SETTER, 2012).

Em maio de 2011, a Boehringer Ingelheim® lancou no mercado, com
aprovacao no FDA, mais um exemplar da classe das gliptinas, a LGT. No Brasil, sua
aprovacao foi publicada no Diario Oficial da Unido, em julho de 2011 (BRASIL,
2011a). O farmaco encontra-se disponivel em comprimidos revestidos com 5 mg do
ativo. Em 2012 foi aprovado pelo FDA o Jentadueto®, associacdo de LGT com
metformina nas dosagens de 2,5 mg/ 500 mg, 2,5 mg/ 850 mg e 2,5 mg/ 1000 mg de
LGT e metformina, respectivamente.

A grande vantagem desse farmaco é a sua metabolizacdo hepética, a qual
nao necessita de ajuste de dose para pacientes com deficiéncia hepatica ou renal
(BLECH et al., 2010 ; TRADJENTA, 2011). E excretado principalmente por vias de
eliminagdo n&o renais (menos de 10% por eliminagdo renal, sendo o restante
eliminado pela bile e fezes) (SARASHINA et al., 2010). A LGT é o primeiro inibidor
de DPP-IV com a rota de eliminagdo n&o renal (BARNETT, 2011).
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3.3. FARMACOCINETICA E FARMACODINAMICA DE LGT

A LGT é rapidamente absorvida em pacientes saudaveis e diabéticos. Seus
principais parametros farmacocinéticos encontram-se descritos da Tabela 1.
Nenhum impacto significativo na farmacocinética foi observado em relacdo a dose
em diferentes pesos, idade, sexo ou raca, ndo necessitando de ajuste de dose
(HORIE et al., 2011; NEUMILLER; SETTER, 2012).

Tabela 1. Principais parametros farmacocinéticos de LGT apds uma dose oral de 5 mg.

Parametro Valor (Referéncia), Observagdes
Tmax 1,5 h (EMEA, 2012)
Crnax 8,9 nmol/L (FDA, 2011)

139 nmol.h/L (FDA, 2011). A ASC aumenta com a dose de maneira ndo

ASC proporcional (HORIE et al., 2011; EMEA, 2012)
Maior que 100 h (TORNIO et al, 2012; EMEA, 2012); 131 h
(NEUMILLER; SETTER, 2012); 184 h (GERICH, 2010); 223-260 h
Meia-vida de (HORIE et al, 2011). A longa meia-vida de eliminagdo esté relacionada
eliminacéo com a ligacao saturavel e forte de LGT a enzima DPP-IV e a extensiva

ligagdo as proteinas plasmaticas, produzindo um perfil farmacocinético
nao linear e um efeito de inibic&o prolongado da DPP-IV.

= 30 % (FDA, 2011; GRAEFE-MODY; RETLICH; FRIEDRICH, 2012,
abs EMEA, 2012). A LGT pode ser administrada com alimentos.

1110 L (FDA, 2011; EMEA, 2012). A LGT se distribui extensivamente
pelos tecidos. A ligacdo da LGT as proteinas plasméticas é dependente
vd da concentragcdo. Em altas concentracdes, onde a DPP-IV esta
saturada, 70-80 % da LGT liga-se a outras proteinas plasmaéticas, e 20-
30 % se mantém ndo ligada no plasma.

Fezes (80 %) e urina (5 %) (GERICH, 2010). Na metabolizagéo cerca de
90 % da LGT € excretada inalterada. Uma pequena fracdo de LGT é
metabolizada a um metabdlito inativo (13,3 % no estado estacionario)
(FDA, 2011; EMEA, 2012).

Eliminacéo

CL 70 mL.min™ (FDA, 2011; EMEA, 2012).

Legenda: Tmax: tempo maximo para atingir o Cmax; Cmax: concentracdo plasmatica maxima; ASC:
Area sob a curva; Fabs: Biodisponibilidade absoluta; Vd: volume de distribuicdo aparente no estado de
equilibrio; CL: clearance renal no estado de equilibrio.

7

O mecanismo de acao dos inibidores de DPP-IV é distinto de outros
hipoglicemiantes orais. Embora ndo sejam mais potentes na reducédo da glicose
sanguinea e a hemoglobina glicada, apresentam vantagens clinicas relevantes como
risco negligenciavel de hipoglicemia e peso corporal inalterado, podendo ser

utilizados em monoterapia ou em associacao (SCHEEN, 2012).
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De acordo com a Boehringer Ingelheim®, a LGT é um competidor reversivel
de DPP-IV, projetado especificamente para inibicdo prolongada da enzima DPP-1V,
com propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas adequadas para dosagem
Gnica diaria (TRADJENTA, 2011). Os inibidores DPP-IV impedem a degradacao
enzimatica de GLP-1 enddgeno e GIP pela enzima DPP-IV (Figura 2). Esta inibicao
enzimatica, por sua vez, potencializa os efeitos das incretinas, resultando em maior
secrecdo de insulina dependente da glicose e supressao da secrecdo de glucagon
pos-prandial a partir de células do pancreas. Ao prolongar a atividade das incretinas,
os inibidores da DPP-IV regulam os niveis de glicose de uma maneira dependente
da prépria glicose (NEUMILLER & SETTER, 2012).

Figura 2. Mecanismo de agdo dos farmacos glicose-dependentes inibidores de DPP-IV

Mecanismo de agéo dos farmacos glicose-dependentes

Ingestéo de alimento

3
" -
\J‘J Glicose-dependente
4 Insulina (GLP-1)
Trato Gastro Intestinal
Panc?

% # Libegﬁgfl? de g‘l]ée em jej
e pos-prandial
Células «
Gelulas:p Glicose-dependente
| ¥ Glucagon (GLP-1)
*

Inativa GLP-1

4 Captacéo de
glicose pelos
tecidos periféricos

¥ Producéo
hepatica de glicose

Fonte: Adaptados de Astra Zeneca, Mecanismo de acdo de Onglyza®. Disponivel em < https://www.onglyza-
hcp.com/hcp/about/moa.aspx>.

Linagliptina liga-se a enzima DPP-IV de maneira reversivel e, portanto,
aumenta as concentragdes hormonais de incretinas. O farmaco é glicose-
dependente da secrecdo de insulina aumentando a secrecdo de glucagon,

resultando, assim, em uma melhor regulacdo da homeostase da glicose. Linagliptina
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liga-se seletivamente a DPP-1V, e inibe seletivamente esta, mas nao a atividade in
vitro de DPP-8 e DPP-9 em exposicfes terapéuticas de concentracdes aproximadas
(FDA, 2011).

A farmacocinética ndo linear de LGT descreve como melhor modelo de
distribuicAio o modelo de dois compartimentos, que integra a distribuicdo de
farmacos alvo mediadores, resultando a partir da alta afinidade, ligacdo saturavel ao
inibidor de DPP-IV (GRAEFE-MODY; RETLICH; FRIEDRICH, 2012). Apesar da
biodisponibilidade oral de LGT em estudos com animais ser em torno de 51 % em
ratos e macacos (ECKHARDT et al, 2007; ECKHARDT et al, 2008), em humanos
este valor reduz para 30 % (FDA, 2011; GRAEFE-MODY; RETLICH; FRIEDRICH,
2012, EMEA, 2012). Outros integrantes da classe possuem valores maiores de
biodisponibilidade, como a vildagliptina com 85 % (HE et al, 2007) e fosfato de
sitagliptina com valores acima de 87 % (HERMAN et al, 2007). Apds ingestao oral,
linagliptina € rapidamente absorvida e 0 Tnax foi determinado no intervalo de tempo
de 0,7 a 3 horas apos a administracdo (GALLWITZ, 2012).

3.4. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DA LINAGLIPTINA

O nome quimico da LGT é 8-[(3R)-3-aminopiperidina-1-il]-7-(butil-2-in-1-il)-3-
metil-1-[(4-metilquinazolina-2-il)metil]-3,7-diidro-1H-purina-2,6-diona, sua férmula
molecular € CysH2sNgO,, apresenta massa molar de 472,54 g/ mol (ACD/LABS,
2010), faixa de fusdo de 202 a 209 °C (ECKHARDT, 2007) e numero de registro
CAS, 68270-12-0. Sua estrutura quimica esté ilustrada na Figura 3. Apresenta duas
constantes de dissociacao (pKa) nos valores de 8,6 e 1,9 referentes a protonacao da
amina primaria e do grupo quinazolina, respectivamente (FDA, 2011).

Figura 3. Estrutura quimica da linagliptina

d
seperse)
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De acordo com a classificacdo do FDA (2011) o farmaco é ligeiramente
solivel em &gua (0,9 mg.mL™), soltvel em metanol (60 mg.mL™), moderadamente
solivel em etanol (cerca de 10 mg.mL™), ligeiramente solGvel em isopropanol e

acetona (cerca de 1 mg.mL™).

3.5. ESTUDOS PUBLICADOS NA AREA DE CONTROLE DE QUALIDADE
SOBRE AS GLIPTINAS

Os estudos clinicos fase Ill que embasaram as aprovacdes de Trayenta®

pelas agéncias regulatérias envolveram cerca de seis mil pessoas com DM tipo 2. O
programa incluiu estudos controlados com placebo avaliando a LGT em monoterapia
(DEL PRATO et al, 2011, KAWAMORI et al.,, 2011) e em combinacdo com
metformina, sulfonilureia, piolitazona e combinacdo tripla com metformina e
sulfonilureia (FORST et al., 2010; LEWIN et al.,, 2010; OWENS et al.,, 2011;
TASKINEN et al., 2011). Em dois estudos de monoterapia, a LGT apresentou uma
diferenca estatisticamente significativa na queda da hemoglobina glicada em relacao
ao placebo. O mesmo foi observado com a adicdo de LGT a terapia de pacientes
cujo diabetes ndo estava adequadamente controlado com metformina ou com a
associacado de metformina com sulfonilureia. Os eventos de hipoglicemia foram raros
e ndo houve alteracdo significativa no peso dos pacientes (NEUMILLER; SETTER,
2012).

Até o presente momento, além dos estudos clinicos envolvendo o farmaco
LGT, ha métodos analiticos quantitativos por CLAE para LGT e para a associacao
desta com metformina (LAKSHMI; REDDY, 2012; BADUGU, 2012; EL-BAGARY et
al., 2013; KAVITHA et al., 2013;), quantificacdo de LGT na forma farmacéutica, no
plasma e a matéria prima (EL-BAGARY et al., 2012) e espectrofotometria por UV
(EL-BAGARY et al., 2013). Frente a esta informacdo, estudos na area de controle de
qualidade, como métodos de doseamento indicativos de estabilidade e perfil de
dissolucéo, fazem-se necessarios para subsidiar o0 acompanhamento da qualidade
do produto acabado.

No caso de alguns outros membros da classe, representados na Figura 4, ha
relato para analise quantitativa de saxagliptina e seu principal metabdlito em plasma
humano, por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (XU et al.,

2012). Cumar e colaboradores (2012) publicaram um estudo para quantificacéo de

18



saxagliptina e metformina em comprimidos por CLAE. Inturi e colaboradores (2011)
desenvolveram técnica de quantificacdo de saxagliptina por CLAE para o0s
comprimidos. Rao e colaboradores (2013) realizaram um estudo indicativo de
estabilidade para quantificacdo tanto do insumo quanto dos comprimidos de

saxagliptina.

Figura 4. Estrutura quimica de algumas gliptinas (linagliptina, vildagliptina, fosfato de sitagliptina e

saxagliptina)
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H NH, ©
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Fosfato de Sitagliptina

Saxagliptina

Para a sitagliptina ha um estudo de dissolucdo (RAVANELLO et al., 2010) e
validacdo de quantificacdo por espectrofotometria por UV para comprimidos de 25,
50 e 100 mg (RAVANELLO et al., 2010; SEKARAN & RANI, 2010), valida¢do por
cromatografia liguida de somente sitagliptina, sitagliptina em mistura ternaria com
metformina e os produtos de degradacédo do farmaco (EL-BAGARY, et al., 2011a),
ou em associacdo somente com metformina (RIAD et al.,, 2012). Lange e
colaboradores (2012a) desenvolveram método de quantificacdo por eletroforese
capilar, sendo esta uma analise rapida e com baixo consumo de reagentes e
amostra. Em 2012 houve a publicacdo da quantificacdo de sitagliptina por CLAE e a
avaliacdo da citotoxicidade dos produtos de degradacdo da sitagliptina (LANGE,
2012b).
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El-Bagary e colaboradores (2011b) publicaram método de espectrofotometria
por UV para determinacéo tanto de sitagliptina quanto de vildagliptina, em insumo e
comprimidos. Somente para vildagliptina ha método por CLAE (MALAKAR et al.,
2012; BOOVIZHIKANNAN; PALANIRAJANC, 2013) e a determinacéo do produto de
degradacdo por espectrometria de massas (BARDEN et al.,, 2012). Barden e
colaboradores (2014) publicaram a quantificacdo de vildagliptina por eletroforese
capilar e da associacédo de metformina e vildagliptina pelo mesmo método (BARDEN
et al., 2013).
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4. CAPITULO | = CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO DE LINAGLIPTINA







4.1. INTRODUCAO

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas de suas substancias ativas
é de fundamental importancia para o desenvolvimento de farmacos e medicamentos
(RODRIGUES; CARDOSO, 2005). Para tanto, é necessaria a caracterizacdo da
matéria-prima para garantia das propriedades da desta, lote a lote, incluindo a
identificacdo das diferentes formas cristalinas do insumo (polimorfismos)
(BARREIRO; FRAGA, 2001).

As Substancias Quimicas de Referéncia (SQR) sdo materiais de referéncia
certificados, utilizadas na avaliagdo da conformidade dos insumos farmacéuticos e
dos medicamentos (FB 5, 2010). Sdo substancias ou, em poucos casos, mistura de
substancias estabelecidas ou distribuidas por farmacopeias ou instituicbes publicas
oficiais autorizadas, possuindo alto grau de pureza e uniformidade. Sao planejadas
para uso em testes e ensaios quimicos e fisicos, nos quais suas propriedades sao
comparadas com as dos produtos que estdo sendo analisados (FB 5, 2010). Os
padroes de referéncia ndo compendiais sdo substancias com elevado teor de
pureza, que podem ser obtidos através de fornecedores privados e devem ser
caracterizados para garantir sua identidade, poténcia e pureza.

A linagliptina SQR, utilizada neste trabalho, pode ser classificada como
referencial ndo compendial, portanto sua caracterizacdo foi realizada utilizando
diferentes técnicas de analise, incluindo andlise térmica, IV e RMN.

Dentre as analises térmicas, a Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é
uma técnica para andlise de pureza de substancias bem consolidada, sendo que a
metodologia empregada estd descrita ha Norma ASTM E 928 (2003). O método
avalia a pureza do composto por meio de uma andlise do pico de fusdo obtido,
aplicando a lei da depreciacdo do ponto de fusdo de Van't Hoff, que prevé a
diminuicdo do ponto de fusdo do composto puro devido a presenca de impurezas
(VAN DOOREN; MULLER, 1984).

A espectrofotometria no infravermelho fornece evidéncias da presenca de
varios grupos funcionais na estrutura organica devido a interagdo das moléculas ou
atomos com a radiacdo eletromagnética em um processo de vibracdo molecular
(PAVIA et al, 2001). A radiagédo infravermelha corresponde a parte do espectro

eletromagnético entre as regides do visivel e das micro-ondas. Juntamente com a

23



RMN pode auxiliar na identificacdo de compostos desconhecidos (CIENFUGOS;
VAITSMAN, 2000; PAVIA et al., 2001).

Segundo Hardy (2012) “RMN designa a interacdo ressonante do momento
dipolo do nucleo magnético g em um campo magnético externo com um campo
eletromagnético”. Esta energia modifica o spin do nucleo, quando a amostra é
exposta a um campo magnético para obtencdo do momento magnético desta. Como
cada nucleo tem um momento magnético diferente, € possivel determinar que tipo
de ligacdo quimica ele possui (SILVERSTEIN et al., 2007).

Outros método qualitativo empregado para a caracterizacdo da amostra de
LGT foi a espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel (UV) por ser de simples
execucdo sendo muito utilizado na area do controle de qualidade de produtos
farmacéuticos pelo potencial da grande maioria dos farmacos de absorver energia
nessas regides (WATSON, 2005). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
que é um tipo de cromatografia que emprega pequenas colunas, preenchidas por
materiais especialmente preparados e uma fase movel que € eluida sob altas
pressbes, tem a capacidade de realizar separacfes e analises quantitativas de
inUmeros compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de tempo de
poucos minutos, com alta resolugao, eficiéncia e sensibilidade. (WATSON, 2005;
USP 36, 2013).

Nos ultimos anos, a andlise por cromatografia liquida de ultra eficiéncia com
detector de UV e massas (CLUE-UV-EM) tem sido proposta como estratégia para
encurtar o tempo de andlise, informando ambos os ions ndo fragmentados e
fragmentados, os quais podem ser consecutivamente utilizados para a quantificacéo
e informacdes sobre os fragmentos de ion (BATEMAN at al., 2007; CASTRO-PEREZ
et al., 2010). A analise por espectrometria de massas (EM) fornece simultaneamente
medidas de massa exata, no caso de um analisador do tipo TOF, e informacdes de
fragmentacado através do recolhimento de dados, usando colisdo paralela alternada

de baixa e alta energia para aquisicao do espectro.
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ABSTRACT

Linagliptin (LGT) is a member of the class of gliptins that inhibits the enzyme
dipeptidyl-peptidase-4. They are used to reduce glucose blood levels in patients with
type 2 Diabetes mellitus. Due to its recent development and market launching, the
LGT has no official compendium monograph, national or international, or available
registries for qualitative determination of this drug. The objective of this work was to
characterize LGT raw through thermal techniques, nuclear magnetic resonance,
mass and infrared spectrometry, liquid chromatography and ultraviolet
spectrophotometry to be used as a chemical reference substance. The range and
melting point obtained are in accordance as described in the literature. The main
groups of LGT molecule were observed by infrared spectroscopy and the molecular
ion with ratio m/z 473.2555 was found by mass spectroscopy analysis. By using UV
spectrophotometry it was possible to observe the maximum wavelengths absorption
of the substance in different solvents. The chromatographic methods provide
selectivity for LGT and and proved to be usefull to qualitative analysis. The proposed
conditions have been successfully applied for identification and qualitative analysis of
LGT as chemical reference substance, contributing to studies for this gliptin, as well
as in quality control of medicines containing this drug.

Keywords: Linagliptin; Spectrometry; Chemical Substance Reference; Liquid

chromatography, Nuclear magnetic resonance
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CAPITULO Il — DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
ANALITICO E ESTUDO DE ESTABILIDADE: CINETICA DE
DEGRADACAO, IDENTIFICACAO DOS PRODUTOS DE DEGRADACAO
MAJORITARIOS E ESTUDO DE DANO A MEMBRANA CELULAR PELOS
PRODUTOS DE DEGRADACAO







5.1. INTRODUCAO

Segundo a RE 899/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003a), denominada de “Guia
para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos”, “O objetivo de uma validagao
€ demonstrar que o método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a
determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras
substancias em produtos farmacéuticos.” O método indicativo da estabilidade se
enquadra na categoria Il deste guia — Testes quantitativos ou ensaio limite para a
determinacao de impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e

matérias-primas e deve contemplar os parametros descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo sua finalidade.

n i Categoria ll . )
Parametro Categoria | —— —— Categoria Il Categoria IV
Quantitativo | Ensaio Limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisao . . N . N
Repetibilidade Sim Sim Nao Sim Nao
Intermediaria *x *x Nao *k Nao
Limite ge Nao N&o Sim * Nao
deteccéo
Limite de N0 Sim N0 * N&o
quantificacéo
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** se houver comprovacao da reprodutibilidade nédo € necesséria a comprovagéo da Precisdo

5.1.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O equipamento utilizado foi um cromatografo a liquido de alta eficiéncia da
marca Shimadzu, modelo CBM-20A, utilizando coluna de fase reversa (C8). Para o
desenvolvimento do método foram consideradas as publicacdes existentes para a

classe do farmaco (Tabela 3).
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Tabela 3. Métodos de analise para determinacéo de linagliptina comprimidos

Coluna/Deteccéao

Fase movel

Referéncia

Chromosil C18 (250 x
4.6mm, 5um) / 238 nm

Gemini C18 (250 x 4.6 mm;

5um) / 241 nm

Symmetry® cyanide (150
mm x 4.6 mm, 5 ym)/ UV

299 nm

Zodiac C18 (250 x 4.6 mm;

5um)/ UV 248 nm

X Bridge C18 (100 x 4.6
mm; 5 ym)/ UV 240 nm

Chromosil C18 (150 mm x
4.6 mm, 5 um)/ UV 226 nm

ACN: Agua: Metanol (25:50:25

VIVIV).

Metanol: Agua (83:17 v/v) (pH 4,1)

Tampéao fosfato de potassio (pH

4.6):ACN (20:80, v/v)

Tampao fosfato (pH 6,5):ACN (50:50

v/V)

Tampao fosfato (pH 3.4):ACN (70:30

v/V)

Fosfato de potassio 0,02 M (pH 5
ajustado com &cido ortofosférico
1%): ACN (70:30, V/v)

LAKSHMI; REDDY,
2012

BADUGU, 2012

EL-BAGARY; ELKADY;
AYOUB, 2012

THAKARE et al., 2013

SUJATHA; RAO, 2013

ARCHANA,; SRIRAM,;
GAYASUDDIN, 2013

Associacao de linagliptina e metformina

BDS Hypersil C8 (250 x
4.6 mm, 5 ym) / UV 243
nm

Symmetry® Waters C18
(150 mm x 4.6 mm, 5
pm) / UV 299 nm

Hypersil C18 (250 x 4.6
mm, 5 ym)/ UV 233 nm

ACN:Agua: Metanol (25:50:25 v/viv)

(pH 4.1)

Tampao fosfato de potassio (pH

4,6):Metanol (30:70 v/v)

Tampao fosfato (pH 5.6,ajustado com
acido ortofosférico): metanol: ACN

(40:5:55 viviv)

KAVITHA et al., 2013

EL-BAGARY et al.,
2013.

SWAMY; BABA, 2013

Espectrofotometria de Ultravioleta

UV/Vis 241 nm

Metanol: Agua (50:50 v/v)

SEKHAR, 2013

5.1.2. Estudo de Estabilidade

O estudo de estabilidade é fundamental para avaliar a formacéo de possiveis

produtos de degradacéo e avaliar se estes possuem alguma atividade que cause

dano ao organismo (NUDELMAN, 1975). E necessario que se tenha um método que

diferencie o composto principal dos produtos de degradacdo para determinar a

estabilidade das amostras na rotina da industria farmacéutica (BAKSHI; SINGH,

2002).

De acordo com o ICH (2003) a especificidade do método pode ser

demonstrada através da comparacdo dos resultados da amostra com amostras

submetidas a condicfes de estresse relevantes como: luz, calor, umidade, hidrolise

acida/ basica e oxidacao. Os estudos devem ocorrer na forma acelerada e de longa
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duracdo. O primeiro é realizado para acelerar a degradagcédo quimica ou mudancas
fisicas de um produto farmacéutico pelo uso de condi¢cdes de estocagem forgadas.
Os estudos de longa duracdo sdo projetados para estabelecer ou confirmar a vida
meédia projetada e recomendar as condi¢cdes de estocagem (BRASIL, 2005).

O estudo de estabilidade da LGT foi realizado através da degradacéo forcada
do farmaco em meio b4sico com aquecimento, para acelerar a degradacao, a fim de
estabelecer métodos analiticos indicativos de estabilidade. Com isso é possivel
determinar a ordem da reacéo de degradacéo e a velocidade que esta ocorre.

Além disso, a amostra degradada sob estas condigcbes de degradacédo foi
analisado em UPLC/MS, a fim de sugerir a identidade dos possiveis produtos e rotas

de degradacéo tanto do farmaco extraido do produto (FA) quanto da SQR.
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ABSTRACT

Linagliptin (LGT) is a member of the class of gliptins that inhibits the enzyme
dipeptidyl-peptidase-4. They are used to reduce glucose blood levels in patients with
type 2 Diabetes mellitus. Due to its recent development and market launching, the
LGT has no official compendium monograph, national or international, or available
registries for qualitative and quantitative determinations of this drug. So, the objective
of this work was to develop a LC method to characterize LGT in tablet dosage form
containing 5 mg, evaluating the kinetics of degradation of LGT (standard and sample)
and determining the possible cell membrane damage of drug degradation products in
mononuclear cells after identify them. A simple and stability-indicating reversed-
phase liquid chromatography method was optimized and validated according to
International Conference on Harmonization acceptance criteria for specificity,
linearity, precision, accuracy, robustness and system suitability. A C8 analytical
column (150 mm x 4.6 mm x 5um) was operated at 30 °C with a mixture of
triethylamine 1.0% and acetonitrile (80:20, v/v), adjusted to pH 4.5 with
ortophosphoric acid, at a flow rate of 1.2 mL min™ and detection at 293 nm. The
excipients did not interfere in the determination of LGT. Furthermore, in forced
degradation studies, the effects of acid and basic conditions using 1.0 M HCl and 1.0
M NaOH, respectively, oxidation, exposure to UV-A and UV-C light and temperature
60 °C were investigated, and no interference in the drug peak was observed. The
kinetics of degradation in basic medium under heating at 60 °C was determined and
both standard and sample obtained zero order kinetic with constant (k) equal to 0.14
h and 0.15 h, ty;» equal to 3.64 h and 3.26 h and coefficient of determination equal to
0.9889 and 0.9936 for standard and sample, respectively. The cell membrane
damage of LGT at 100 pg mL™ and the formed products by its degradation were
evaluated. At the evaluated concentration and at forced degradation until 50% and
100% of the tablets, both UV-C light and alkaline conditions, no cell damage was
verified. The identification of the main degradation products were suggested. The
chromatographic separation was obtained within 6.3 min and the response was linear
in the range of 1-50 pyg mL™ (r= 0.9998) showed significant linear regression and
non-significant linearity deviation by analysis of variance. The method was precise
(intra-day relative standard deviation (RSD) and inter-day RSD values < 1.10%),
accurate (mean recovery = 98.6%), and robust. Limit of detection and limit of



quantitation were 0.14 and 0.45 ug mL™, respectively. The proposed conditions were
successfully applied for the quantitative analysis of LGT in tablet dosage form, which

will help improving the drug quality control and contribute to stability studies of this

gliptin.

Keywords: Linagliptin; Quality control; Stability-indicating method; Kinetics of

degradation; Cell damage
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6. CAPITULO lll - TESTE DE DISSOLUCAO PARA OS COMPRIMIDOS DE
LINAGLIPTINA







6.1. INTRODUCAO

O teste de dissolucdo é considerado uma importante ferramenta para
caracterizagdo de um produto na area farmacéutica. O mesmo fornece informagées
Uteis tanto na pesquisa e desenvolvimento como na producdo e controle de
qualidade de formas farmacéuticas (MARQUES & BROWN, 2002). A velocidade de
dissolucéo esta associada a absorcdo do farmaco pelo organismo, interferindo na
biodisponibilidade e na correlagao in vitro-in vivo (CIVIV) (STORPIRTIS, 2009, p.96).

No desenvolvimento de um método de dissolucado, muitas sdo as variaveis a
serem analisadas que influenciam a técnica e a reprodutibilidade dos resultados do
ensaio (MARCOLONGO, 2003; STORPIRTIS et al, 2004). Neste trabalho foram
avaliados diferentes aparatos (pas ou cestas), em diferentes velocidades e meios de
dissolucéo, bem como parametros relacionados ao meio, como volume, presenca de
gases, pH. Os critérios de aceitacdo do teste estdo de acordo com os preconizados
pela Farmacopeia Brasileira 52 Edi¢cao (2010).

A LGT é um farmaco que nao possui classificacdo biofarmacéutica, sendo
sugerida como classe | (FDA, 2011; TRADJENTA, 2011) pela propria Boehringer
Ingelheim®, laboratério que lancou a molécula, indicando que a dissolugéo é um fator
muito pouco provavel de ser limitante na absorcdo (TGA, 2011). De acordo com a
classificacdo do FDA (2011) o farmaco é ligeiramente solivel em &gua (0,9
mg.mL™), solivel em metanol (60 mg.mL™), moderadamente solivel em etanol
(cerca de 10 mg.mL™%), ligeiramente solivel em isopropanol (<1 mg.mL™) e
ligeiramente solGvel em acetona (cerca de 1 mg.mL™).

Os farmacos podem ser classificados de acordo com a solubilidade e
permeabilidade, constituindo o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB). A
Anvisa (BRASIL, 2003b) possui recomendacfes para realizacdo de testes de
dissolucéo para formas farmacéuticas solidas orais de liberagdo imediata (FFSOLI),
e 0 conhecimento relacionado a solubilidade, permeabilidade, dissolucdo e
farmacocinética deve ser considerado para a definicAo de especificacbes de

dissolucgéo, visando a aprovacgédo do registro do medicamento.

A absorcdo de farmacos a partir de formas farmacéuticas soélidas
administradas por via oral depende da sua liberacdo, da dissolucéo
ou solubilizacdo do farmaco em condicdes fisiologicas e de sua
permeabilidade através das membranas do trato gastrintestinal.
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Devido a natureza critica dos dois primeiros, a dissolucdo in vitro
pode ser relevante para prever o desempenho in vivo. Com base
nestas consideracdes gerais, 0s ensaios de dissolucdo in vitro para
FFSOLI, tais como comprimidos e cépsulas, sdo utilizados para
garantir a qualidade lote a lote, orientar o desenvolvimento de novas
formulagcdes e assegurar a uniformidade da qualidade e do
desempenho do medicamento depois de determinadas alteracdes
(BRASIL, 2003b).

Farmacos com alta solubilidade podem ser incluidos na resolu¢cdo RDC n° 37,
de 3 de agosto de 2011 da ANVISA que dispde sobre o Guia para isencao e
substituicdo de estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia. Esta
resolucdo é aplicAvel a medicamentos genéricos e similares, bem como a
medicamentos novos de liberacdo imediata de uso oral candidatos a bioisencao
baseada no sistema de classificagcdo biofarmacéutica, formulados com excipientes
que ndo apresentem impacto sobre a biodisponibilidade e que apresentem répida
dissolucéo in vitro.

Por ser possivelmente de classe | (FDA, 2011; TRADJENTA, 2011), a LGT
poderia ser incluida no programa de bioisencdo (FDA, 2000; EMEA, 2009; BRASIL,
2011b). Para os farmacos candidatos, propde-se a substituicdo dos estudos de
biodisponibilidade relativa/ bioequivaléncia por ensaios in vitro.

Os estudos foram conduzidos com a quantificacdo do farmaco, tanto por
espectrofotometria de UV/VIS, como por CLAE, com detector de arranjo de diodos e
a analise estatistica realizada para uma possivel intercambialidade entre os dois

métodos propostos.
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ABSTRACT

Linagliptin (LGT) is used to reduce glucose blood levels in patients with type 2
Diabetes mellitus. As physico-chemical properties, has high solubility in water. So
can be applied to this drug the proposed conditions into biowaiver guide. The aim of
the present study was to develop and validate a dissolution test for linagliptin 5 mg
coated tablets. After evaluated sink conditions, filters and stability of the drug, the
most discriminatory dissolutions conditions were achieved using USP apparatus 1
(basket) at 75 rpm stirring speed and 900 mL of citrate buffer as dissolution medium.
The conditions proposed by the biowaiver guide were also applied to drug, using
USP apparatus 2 (paddle) at 100 rpm stirring speed and 900 mL of HCI 0,1 M, pH
4,5 buffer or pH 6,8 phosphate buffer as dissolution medium. The UV
spectrophotometric method at 293 nm was validated for linagliptin determination. The
parameters such as specificity, linearity, accuracy, precision and robustness were
evaluated according international guidelines. Linagliptin was assayed by HPLC
method previously validated. the results were compared using the Student’s t-test.
The proposed method can be applied for quality control of this gliptin, since there is
no official monograph for this drug. According to the results, the drug may be a

biowaiver candidate.

Keywords: Linagliptin; Dissolution test; UV spectrophotometric method; Biowaiver;

Quality control.
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7. DISCUSSAO E CONCLUSAO GERAL







O desenvolvimento de métodos analiticos e bioanaliticos para avaliacdo da
qualidade de farmacos é de suma importancia para a rotina do controle de qualidade
na industria farmacéutica (SWARTZ; KRULL, 1998). A LGT possui poucas
publicacdes na area de controle de qualidade referentes a quantificacdo do farmaco
(LAKSHMI; REDDY, 2012; BADUGU, 2012; EL-BAGARY et al., 2012; THAKARE et
al., 2013; KAVITHA, 2013; EL-BAGARY et al., 2013; SEKHAR, 2013) e nenhuma
com estudos indicativos de estabilidade, sendo este o primeiro trabalho com estudo
de dissolucdo dos comprimidos, avaliagcdo da cinética de degradacdo do farmaco e
sugestéo dos produtos de degradacao formados.

A LGT é um farmaco utilizado para o tratamento de DM tipo 2, doenca
metabdlica que atinge milhdes de pessoas no mundo (OMS, 2013). Este farmaco é
classificado no grupo das gliptinas, nova classe de medicamentos que surgiu em
2007 com o lancamento da sitagliptina (NEUMILLER; SETTER, 2012). O diferencial
da LGT frente aos outros integrantes da classe € a sua eliminacao biliar (GERICH,
2010), em que as concentracdes plasmaticas e possivel toxicidade do farmaco nao
sao afetadas pela insuficiéncia renal, comum em diabéticos (NEUMILLER; SETTER,
2012).

A SQR utilizada neste trabalho foi devidamente caracterizada por meio dos
métodos por espectrometria de IV, RMN'H, analise térmica (ponto e faixa de fusdo e
DSC) e espectroscopia de massas. Os resultados obtidos nas analises
espectroscopicas e de RMN'H estdo de acordo com as caracteristicas da molécula
de LGT, assim como as analises térmicas forneceram informacdes proximas ao
descrito na literatura (ECKHARDT, 2007), confirmando a presenca de LGT na
amostra testada.

Posterior a identificacdo da SQR, métodos qualitativos foram empregados na
LGT na forma farmacéutica comprimido, obtida no comércio local para identificacéo.
Dentre os métodos disponiveis optou-se pela espectroscopia por UV, CLAE, UPLC e
espectroscopia de massas. Os espectros de UV gerados sdo semelhantes a SQR,
assim como os tempos de retencdo obtidos nas técnicas cromatogréficas utilizadas.
A caracterizacdo é necessaria para garantir a presenca do farmaco em questado na
amostra, assim como utilizar estas informacdes nos outros estudos de quantificagao.

A presenca de LGT foi confirmada na amostra de maneira satisfatéria.
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A partir da caracterizagdo e identificagdo da SQR e amostra de trabalho,
métodos analiticos foram desenvolvidos e devidamente validados de acordo com os
guias nacionais e internacionais (ICH, 2005; BRASIL, 2003a; USP 36, 2013). As
condicBes utilizadas foram: fase movel constituida por agua (pH 4,5 1,0% de TEA):
ACN (80:20, v/v), vazdo de 1,2 mL.min™, temperatura do forno de 30 °C, coluna C8
Agilent Zorbax e tempo de retencdo em 6,3 minutos. Durante a otimizagdo buscou-
se um meétodo que cumprisse os parametros de adequabilidade do sistema. O
método mostrou-se especifico, linear, preciso, exato, robusto nas condicbes
avaliadas e indicativo de estabilidade, j& que ndo houve interferéncia dos produtos
de degradacgédo na quantificagdo do farmaco.

Com as informacdes geradas no estudo de estabilidade e a sensibilidade do
farmaco nas condicfes alcalina e fotolitica por radiacdo de UV-C, investigou-se a
cinética de degradacdo do farmaco na condicdo alcalina. Nesta investigacao
concluiu-se, a partir dos coeficientes de determinacdo dos graficos da concentracédo
logaritmo da concentracdo e inverso da concentracdo, que tanto SQR quanto
amostra de LGT possuem cinética de primeira ordem de degradacao.

Estes produtos de degradacdo formados nos estudos de estresse puderam
ser sugeridos com o auxilio da técnica de UPLC/ DAD/ ESI/ QTOF/ MS. Os padrdes
de fragmentacdo da amostra foram obtidos, assim como da relacdo massa carga
dos produtos de degradacdo majoritarios obtidos das degradacdes alcalina e
fotolitica por radiacdo UV-C. Produtos diferentes foram formados nas duas
condi¢fes e as estruturas quimicas das moléculas formadas foram sugeridas, porém
o isolamento e a anélise destes PD por RMN'H e RMN**C sdo necessérios para
confirmar as estruturas moleculares.

Havia a necessidade de informacdes sobre o possivel citotoxicidade por dano
a membrana celular que estes produtos de degradacdo poderiam gerar. Para tal, foi
realizado o teste de dano a membrana, utilizando a técnica por LDH, em que néo
houve diferencas significativas das amostras utilizadas (LGT sem degradacéo,
degradacédo alcalina e fotolitica por radiacdo UV-C) em relacdo ao controle negativo
(p>5%).

O teste de dissolucédo desenvolvido e validado para os comprimidos de LGT,
utilizando o método por CLAE e UV como ferramentas de quantificagdo, mostrou-se

discriminativo para a rotina de controle de qualidade lote a lote. O teste de
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dissolucéo otimizado e validado utilizou o meio citrato pH 3,5, aparato cesta, volume
de meio de 900 mL, velocidade de 75 rpm e temperatura de 37 + 0,5 °C. O método
por UV empregado na quantificacdo da dissolucdo foi validado, mostrando-se
especifico, linear, preciso, exato e robusto nas alteracbes avaliadas. Nao houve
diferenca estatistica entre os dois métodos quantitativos, podendo estes serem
considerados intercambiaveis.

Por ser um farmaco altamente solivel e possivelmente de classe | (FDA,
2011; TRADJENTA, 2011), os protocolos de estudos de bioisencéo foram aplicados
para os comprimidos (FDA, 2000; EMEA, 2009; BRASIL, 2011b). Nos trés meios
testados, em diferentes pHs, com volume de meio de 900 mL e aparato pa com
velocidade de 100 rpm, a substancia ativa obteve dissolu¢cdo acima de 85 % em 15
minutos de andlise. Por ser tratar de um farmaco para o tratamento de uma doenca
metabdlica endémica (OMS, 2013), sugere-se a inclusdo da LGT na lista de
farmacos sujeitos a bioisencéo.

Acredita-se que o trabalho cumpriu com os objetivos propostos, servindo
como uma ferramenta para o controle de qualidade analitico desta gliptina, além de
fornecer informagdes sobre a estabilidade do farmaco. Os estudos de dissolugdo
discriminativos sdo essenciais para o controle lote a lote durante a produgcdo na
industria farmacéutica, podendo ser detectados problemas que possam interferir na

absorcéo e posterior efeito sistémico do farmaco.
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