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XIX 

RESUMO 

Linagliptina (LGT) é um fármaco membro da classe de gliptinas que inibe a enzima 
dipeptidil - peptidase - 4 . Elas são usadas para reduzir os níveis de glicose no 
sangue em pacientes com Diabetes mellitus tipo 2. Devido a seu recente 
desenvolvimento e lançamento no mercado, a LGT não tem monografia em 
compêndio oficial, nem em registros nacionais ou internacionais disponíveis para 
determinações qualitativas e quantitativas indicativas de estabilidade do fármaco. O 
objetivo deste trabalho foi desenvolver um método cromatográfico para caracterizar 
LGT em forma de comprimido contendo 5 mg do fármaco, avaliar a cinética de 
degradação de LGT frente à condição alcalina (padrão e amostra), determinar a 
possível citotoxicidade dos produtos de degradação, tanto do fármaco quanto do 
padrão, em células mononucleares e sugerir os possíveis principais produtos de 
degradação, além de desenvolver método de dissolução para os comprimidos. Um 
método simples por cromatografia líquida de fase reversa indicativo de estabilidade 
foi otimizado e validado de acordo com o International Conference on Harmonization 
sob os critérios de aceitação como especificidade, linearidade, precisão, exatidão, 
robustez e adequabilidade do sistema. A coluna analítica C8 (150 mm x 4,6 mm x 5 

μm) foi utilizada a 30 °C com uma mistura de água (trietilamina 1,0 %, ajustado para 

pH 4,5 com ácido ortofosfórico) e de acetonitrila (80:20, v/v), com vazão de 1,2 
mL.min-1 e a detecção a 293 nm. Os excipientes não interferiram na determinação 
da LGT. Além disso, em estudos de degradação forçada, não foi observada 
interferência no pico do fármaco. A cinética de degradação em meio básico sob 
aquecimento a 60 °C foi determinada e tanto padrão e amostra seguem cinética de 
primeira ordem com constante (k) igual a 0,25 h-1 e 0,21 h-1, t ½ igual a 2,77 h e 3,31 
h e coeficiente de determinação igual a 0,9153 e 0,9775 para o padrão e amostra, 
respectivamente. Foram avaliados os danos da membrana celular provocados pela 
LGT a 100 mg mL-1 e pelos produtos de degradação formados. Nas concentrações 
avaliadas e na degradação forçada até 50% e 100% dos comprimidos, não foi 
verificado nenhum dano celular tanto à luz UV-C quanto na condição alcalina. As 
estruturas moleculares foram sugeridas a partir de análises de espectro de massa 
para a identificação dos produtos de degradação formados. A LGT foi obtida após 

6,3 min de análise e a resposta foi linear na faixa de 1-50 μg mL-1 (r = 0,9998 ), 

observou-se regressão linear significativa e desvio da linearidade não significativa 
por meio de análise de variância. O método foi preciso (DPR intradia e interdia < 
1,10 %), exatidão (média de recuperação = 98,6%), e robusto. Limite de detecção e 
limite de quantificação foram de 0,14 e 0,45 mg.mL-1, respectivamente. Para análise 
biofarmacêutica foi desenvolvido método de dissolução utilizando meio citrato pH 3,5 
com aparato cesta, velocidade de agitação de 75 rpm à temperatura de 37 ± 0,5 °C. 
De acordo com os resultados obtidos, o fármaco pode ser um candidato à 
bioisenção. As condições propostas foram aplicadas com sucesso para a análise 
quantitativa da LGT em comprimido, o que ajudará a melhorar o controle de 
qualidade de medicamentos e contribuir para estudos de estabilidade desta gliptina. 
 
 
PALAVRAS-CHAVE: Linagliptina; cromatografia líquida de alta eficiência; estudo de 
estabilidade; dano à membrana celular; espectrometria de massas; ensaio de 
dissolução; bioisenção. 
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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 μm) 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-1 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-1 and 0,21 h-1, t½ 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 μg mL-1 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 μg mL-1 (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 μg mL-1, 
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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O desenvolvimento tecnológico na área farmacêutica vem se difundindo e 

obtendo maior visibilidade na agenda governamental e na sociedade. A maior 

abrangência dos medicamentos garante a existência de produtos para quase todas 

as enfermidades. Além disso, os medicamentos são cada vez mais seguros e 

eficazes, contribuindo para aumentar a expectativa e a qualidade de vida da 

população (OLIVEIRA et al., 2006). 

Durante o processo de desenvolvimento do fármaco, a validação de método 

analítico é realizada para garantir que o mesmo seja exato, específico e reprodutível 

dentro de uma determinada variação na qual a substância em exame será 

analisada. Conforme a definição existente na Farmacopeia Americana, a validação 

de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro, sendo algumas 

vezes mencionado como “o processo que fornece uma evidência documentada de 

que o método efetivamente realiza o que se propõe a executar” (USP 36, 2013). 

Há uma tendência de mercado para pesquisa e desenvolvimento de novos 

fármacos para o tratamento de doenças metabólicas, como o diabetes e suas 

complicações associadas. As principais áreas de investigação a desenvolver, 

relacionadas com a prevenção e o tratamento do diabetes e as suas complicações, 

são as doenças cardiovasculares, o metabolismo dos lipídeos, a obesidade e o 

metabolismo da glicose (EFPIA, 2007). 

Diabetes mellitus (DM) é uma das doenças mais comuns não transmissíveis 

em todo o mundo. Dados epidemiológicos (Figura 1) mostram que 366 milhões de 

pessoas eram portadoras de diabetes em 2011, este número pode atingir 552 

milhões em 2030. Há um agravante nesses dados, estima-se que 183 milhões de 

pessoas apresentam diabetes não diagnosticada (IDF, 2011). 

A Organização Mundial da Saúde (2011) define o DM como uma doença 

crônica, que ocorre quando o pâncreas não produz insulina suficiente, ou quando o 

corpo não pode utilizar de forma eficaz a insulina que produz, isto leva a um 

aumento da concentração de glicose no sangue, sendo, sem dúvida, um dos 

problemas de saúde mais desafiador do século 21 (IDF, 2011). 

Neste sentido surgiu, em 2006, a sitagliptina, o primeiro medicamento de uma 

nova classe de fármacos 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 intolerância à metformina. 
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Figura 1. Evolução do DM no mundo entre os anos de 2000 a 2030. 

 
Fonte: World Health Organization. Diabetes programm. Facts and figures. Prevalence data. 

Disponível 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 destruição das incretinas (GLP-1 e GIP), 

hormônios que estimulam o pâncreas a produzir insulina quando o nível de glicose 

no sangue está alto. Além disso, as gliptinas reduzem os níveis de glucagon em 

pacientes que não conseguem atingir os níveis ideais de glicose com dieta e 

exercício (SCHEEN, 2012). Atualmente fazem parte desta classe os seguintes 

fármacos: 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 

comercialização do produto são de responsabilidade da indústria Boehringer 

Ingelheim®. 

Devido a seu recente desenvolvimento e lançamento no mercado, a LGT não 

possui monografia em compêndios oficiais, nacional ou internacional, apenas 

registros de métodos de quantificação sem avaliação da estabilidade ou 

identificação de possíveis produtos de degradação. Verificou-se, também, não haver 

estudos para avaliar a dissolução do produto. 
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Justifica-se, portanto, desenvolver e validar método analítico indicativo de 

estabilidade que possibilite avaliar a qualidade da LGT na forma farmacêutica sólida 

comercializada. Este desenvolvimento pode contribuir na hipótese de surgimento 

futuro de medicamentos similares ou genéricos deste fármaco, pois, até a presente 

data, a LGT está sob patente e é comercializada apenas por um laboratório no 

Brasil, bem como colaborar para a elaboração de monografia oficial do fármaco. 



 

 



 

 

2. OBJETIVOS 
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2.1. OBJETIVO GERAL 

Desenvolver e validar metodologia analítica para a caracterização e 

determinação quantitativa de linagliptina em comprimidos revestidos de 5 mg, bem 

como desenvolver e validar método de dissolução.  

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Caracterizar a Substância Química de Referência por espectrofotometria na 

região de Infravermelho (IV), Ressonância Magnética Nuclear (RMN), 

espectrofotometria no ultravioleta (UV), espectrometria de massas, ponto e 

faixa de fusão, além da Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC); 

 Caracterizar a LGT no produto acabado; 

 Desenvolver método por cromatografia líquida específico e indicativo de 

estabilidade da molécula, aplicável ao insumo e à forma farmacêutica 

comprimido; 

 Determinar a cinética de degradação do fármaco sob condições de estresse 

e identificar os produtos de degradação majoritários por cromatografia líquida 

de ultra performance com detector de massas (UPLC-UV-ESI-MS); 

 Avaliar a possibilidade dos produtos de degradação majoritários da LGT 

infringirem dano à membrana celular; 

 Desenvolver e validar método de dissolução para avaliação da forma 

farmacêutica comprimido revestido contendo LGT. 
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3.1. DIABETES 

Segundo as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2006), o DM não 

pode ser classificado como uma doença única, mas sim como um quadro metabólico 

que apresenta em comum a hiperglicemia. Essa glicemia é o resultado de defeito na 

ação da insulina, na secreção de insulina ou ambos. 

A patologia é classificada em três tipos: Diabetes gestacional, DM tipo 1 e DM 

tipo 2, sendo a última, causada por utilização ineficaz de insulina pelo corpo (OMS, 

2011). É a forma presente em 90 a 95% dos casos (BARCELÓ & RAJPATHAK, 

2001; OPAS, 2003; SBD, 2009). 

A presença de glicose elevada no sangue durante a gravidez é denominada 

de Diabetes Gestacional. Geralmente a glicose no sangue se normaliza após 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 produção 

de insulina do pâncreas é insuficiente, pois suas células sofrem o que se chama de 

destruição autoimune. Os portadores de diabetes tipo 1 necessitam injeções diárias 

de insulina para manterem a glicose no sangue em valores normais. Há risco de vida 

se as doses de insulina não são dadas diariamente. O DM tipo 1 embora ocorra em 

qualquer idade é mais comum em crianças, adolescentes ou adultos jovens 

(GOODMAN; GILMAN, 2003; SBD, 2013; OMS, 2013). 

O DM tipo 2 é também chamado de diabetes não 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 frequência em jovens, em virtude de maus hábitos 

alimentares, sedentarismo e estresse da vida urbana. Neste tipo de diabetes 

encontra-se a presença de insulina, porém sua ação é dificultada pela obesidade, o 

que é conhecido como resistência insulínica, uma das causas de hiperglicemia. Por 

ser pouco sintomática, o diabetes na maioria das vezes permanece por muitos anos 

sem diagnóstico e sem tratamento o que favorece a ocorrência de suas 
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complicações no coração e no cérebro (GOODMAN; GILMAN, 2003; SBD, 2013; 

OMS, 2013). 

O paciente com DM tipo 2 pode não apresentar nenhum sintoma ou o mínimo 

de sintomas durante anos antes de ser diagnosticado. Pode, também, ter aumento 

da frequência urinária (poliúria), sede (polidipsia), fome (polifagia), e perda de peso 

inexplicada, além de sentir dormência nas extremidades, dor nos pés (disestesias), e 

visão turva. Outros sintomas são a presença de infecções recorrentes ou graves e 

os pacientes podem apresentar perda de consciência ou coma, mas isso é menos 

comum do que em DM tipo 1 (OMS, 2013). 

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

Estão disponíveis 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 fármacos 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® lançou no mercado, com 

aprovação no FDA, mais um exemplar da classe das gliptinas, a LGT. No Brasil, sua 

aprovação foi publicada no Diário Oficial da União, em julho de 2011 (BRASIL, 

2011a). O fármaco encontra-se disponível em comprimidos revestidos com 5 mg do 

ativo. Em 2012 foi aprovado pelo FDA o Jentadueto®, associação 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 fármaco é a sua metabolização hepática, a qual 

não necessita de ajuste de dose para pacientes com deficiência hepática ou renal 

(BLECH et al., 2010 ; TRADJENTA, 2011). É excretado principalmente por vias de 

eliminação não renais (menos de 10% por eliminação 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 eliminação não renal (BARNETT, 2011). 
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3.3. FARMACOCINÉTICA E FARMACODINÂMICA DE LGT 

A LGT é rapidamente absorvida em pacientes saudáveis e diabéticos. Seus 

principais parâmetros farmacocinéticos encontram-se descritos da Tabela 1. 

Nenhum impacto significativo na farmacocinética foi observado em relação à dose 

em diferentes pesos, idade, sexo ou raça, não necessitando de ajuste de dose 

(HORIE et al., 2011; NEUMILLER; SETTER, 2012). 

 

Tabela 1. Principais parâmetros farmacocinéticos de LGT após uma dose oral de 5 mg. 

Parâmetro Valor (Referência), Observações 

Tmáx 1,5 h (EMEA, 2012) 

Cmáx 8,9 nmol/L (FDA, 2011) 

ASC 
139 nmol.h/L (FDA, 2011). A ASC aumenta com a dose de maneira não 
proporcional (HORIE et al., 2011; EMEA, 2012) 

Meia-vida de 
eliminação 

Maior que 100 h (TORNIO et al, 2012; EMEA, 2012); 131 h 
(NEUMILLER; SETTER, 2012); 184 h (GERICH, 2010); 223-260 h 
(HORIE et al, 2011). A longa meia-vida de eliminação está relacionada 
com a ligação saturável e forte de LGT à enzima DPP-IV e à extensiva 
ligação às proteínas plasmáticas, produzindo um perfil farmacocinético 
não linear e um efeito de inibição prolongado da DPP-IV. 

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

Vd 

1110 L (FDA, 2011; EMEA, 2012). A LGT se distribui extensivamente 
pelos tecidos. A ligação da LGT às proteínas plasmáticas é dependente 
da concentração. Em altas concentrações, onde a DPP-IV está 
saturada, 70-80 % da LGT liga-se a outras proteínas plasmáticas, e 20-
30 % se mantém não ligada no plasma. 

Eliminação 

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

CL 70 mL.min-1 (FDA, 2011; EMEA, 2012). 

Legenda: Tmáx: tempo máximo para atingir o Cmáx; Cmáx: concentração plasmática máxima; ASC: 
Área sob a curva; Fabs: Biodisponibilidade absoluta; Vd: volume de distribuição aparente no estado de 
equilíbrio; CL: clearance renal no estado de equilíbrio. 

 

O mecanismo de ação dos inibidores de DPP-IV é distinto de outros 

hipoglicemiantes orais. Embora não sejam mais potentes na redução da glicose 

sanguínea e a hemoglobina glicada, apresentam vantagens clínicas relevantes como 

risco negligenciável de hipoglicemia e peso corporal inalterado, podendo ser 

utilizados em monoterapia ou em associação (SCHEEN, 2012). 
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De acordo com a Boehringer Ingelheim®, a LGT é um competidor reversível 

de DPP-IV, projetado especificamente para inibição prolongada da enzima DPP-IV, 

com propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas adequadas para dosagem 

única diária (TRADJENTA, 2011). Os inibidores DPP-IV impedem a degradação 

enzimática de GLP-1 endógeno e GIP pela enzima DPP-IV (Figura 2). Esta inibição 

enzimática, por sua vez, potencializa os efeitos das incretinas, resultando em maior 

secreção de insulina dependente da glicose e supressão da secreção de glucagon 

pós-prandial a partir de células do pâncreas. Ao prolongar a atividade das incretinas, 

os inibidores da DPP-IV regulam os níveis de glicose de uma maneira dependente 

da própria glicose (NEUMILLER & SETTER, 2012). 

 

Figura 2. Mecanismo de ação dos fármacos glicose-dependentes inibidores de DPP-IV 

 

Fonte: Adaptados de Astra Zeneca, Mecanismo de ação de Onglyza
®
. Disponível em < https://www.onglyza-

hcp.com/hcp/about/moa.aspx>. 

 

Linagliptina liga-se à enzima DPP-IV de maneira reversível e, portanto, 

aumenta as concentrações hormonais de incretinas. O fármaco é glicose-

dependente da secreção de insulina aumentando a secreção de glucagon, 

resultando, assim, em uma melhor regulação da homeostase da glicose. Linagliptina 
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liga-se seletivamente à DPP-IV, e inibe seletivamente esta, mas não a atividade in 

vitro de DPP-8 e DPP-9 em exposições terapêuticas de concentrações aproximadas 

(FDA, 2011). 

A farmacocinética não linear de LGT descreve como melhor modelo de 

distribuição o modelo de dois compartimentos, que integra a distribuição de 

fármacos alvo mediadores, resultando a partir da alta afinidade, ligação saturável 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). Após ingestão oral, 

linagliptina é rapidamente absorvida e o Tmax foi determinado no intervalo de tempo 

de 0,7 a 3 horas após a administração (GALLWITZ, 2012). 

3.4. CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS DA LINAGLIPTINA 

O nome químico 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 fórmula 

molecular é C25H28N8O2, apresenta massa molar de 472,54 g/ mol (ACD/LABS, 

2010), faixa de fusão de 202 a 209 °C (ECKHARDT, 2007) e número de registro 

CAS, 68270-12-0. Sua estrutura química está ilustrada na Figura 3. Apresenta duas 

constantes de dissociação (pKa) nos valores de 8,6 e 1,9 referentes à protonação da 

amina primária e do grupo quinazolina, respectivamente (FDA, 2011). 

 

Figura 3. Estrutura química da linagliptina 
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De acordo com a classificação do FDA (2011) o fármaco é ligeiramente 

solúvel em água (0,9 mg.mL-1), solúvel em metanol (60 mg.mL-1), moderadamente 

solúvel em etanol (cerca de 10 mg.mL-1), ligeiramente solúvel em isopropanol e 

acetona (cerca de 1 mg.mL-1). 

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

Os estudos clínicos fase III que embasaram as aprovações de Trayenta® 

pelas agências regulatórias 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 combinação com 

metformina, sulfonilureia, piolitazona e combinação 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 

diferença estatisticamente significativa na queda da hemoglobina glicada em relação 

ao placebo. O mesmo foi observado com a adição de LGT à terapia de pacientes 

cujo diabetes não estava adequadamente controlado com metformina ou com a 

associação de metformina com sulfonilureia. Os eventos de hipoglicemia foram raros 

e não houve alteração significativa no peso dos pacientes (NEUMILLER; SETTER, 

2012). 

Até o presente momento, além dos estudos clínicos envolvendo o fármaco 

LGT, há métodos analíticos quantitativos por CLAE para LGT e para a associação 

desta com metformina (LAKSHMI; REDDY, 2012; BADUGU, 2012; EL-BAGARY et 

al., 2013; KAVITHA et al., 2013;), quantificação de LGT na forma farmacêutica, no 

plasma e a matéria prima (EL-BAGARY et al., 2012) e espectrofotometria por UV 

(EL-BAGARY et al., 2013). Frente a esta informação, estudos na área de controle de 

qualidade, como métodos de doseamento indicativos de estabilidade e perfil de 

dissolução, fazem-se necessários para subsidiar o acompanhamento da qualidade 

do produto acabado. 

No caso de alguns outros membros da classe, representados na Figura 4, há 

relato para análise quantitativa de saxagliptina e seu principal metabólito em plasma 

humano, por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (XU et al., 

2012). Cumar e colaboradores (2012) publicaram um estudo para quantificação de 
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saxagliptina e metformina em comprimidos por CLAE. Inturi e colaboradores (2011) 

desenvolveram técnica de quantificação de saxagliptina por CLAE para os 

comprimidos. Rao e colaboradores (2013) realizaram um estudo indicativo de 

estabilidade para quantificação tanto do insumo quanto dos comprimidos de 

saxagliptina. 

 

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

saxagliptina) 

 

 

Para a sitagliptina há um estudo de dissolução (RAVANELLO et al., 2010) e 

validação de quantificação por espectrofotometria por UV para comprimidos de 25, 

50 e 100 mg (RAVANELLO et al., 2010; SEKARAN & RANI, 2010), validação por 

cromatografia líquida de somente sitagliptina, sitagliptina em mistura ternária com 

metformina e os produtos de degradação do fármaco (EL-BAGARY, et al., 2011a), 

ou em associação somente com metformina (RIAD et al., 2012). Lange e 

colaboradores (2012a) desenvolveram método de quantificação por eletroforese 

capilar, sendo esta uma análise rápida e com baixo consumo de reagentes e 

amostra. Em 2012 houve a publicação da quantificação de sitagliptina por CLAE e a 

avaliação da citotoxicidade dos produtos de degradação da sitagliptina (LANGE, 

2012b). 
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El-Bagary e colaboradores (2011b) publicaram método de espectrofotometria 

por UV para determinação tanto de sitagliptina quanto de vildagliptina, em insumo e 

comprimidos. Somente para vildagliptina há método por CLAE (MALAKAR et al., 

2012; BOOVIZHIKANNAN; PALANIRAJANC, 2013) e a determinação do produto de 

degradação por espectrometria de massas (BARDEN et al., 2012). Barden e 

colaboradores (2014) publicaram a quantificação de vildagliptina por eletroforese 

capilar e da associação de metformina e vildagliptina pelo mesmo método (BARDEN 

et al., 2013).  



 

 

4. CAPÍTULO I – CARACTERIZAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE LINAGLIPTINA 
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4.1. INTRODUÇÃO 

O conhecimento das propriedades físico-químicas de suas substâncias ativas 

é de fundamental importância para o desenvolvimento de fármacos e medicamentos 

(RODRIGUES; CARDOSO, 2005). Para tanto, é necessária a caracterização da 

matéria-prima para garantia das propriedades da desta, lote a lote, incluindo a 

identificação das diferentes formas cristalinas do insumo (polimorfismos) 

(BARREIRO; FRAGA, 2001). 

As Substâncias Químicas de Referência (SQR) são materiais de referência 

certificados, utilizadas na avaliação da conformidade dos insumos farmacêuticos e 

dos medicamentos (FB 5, 2010). São substâncias ou, em poucos casos, mistura de 

substâncias estabelecidas ou distribuídas por farmacopeias ou instituições públicas 

oficiais autorizadas, possuindo alto grau de pureza e uniformidade. São planejadas 

para uso em testes e ensaios químicos e físicos, nos quais suas propriedades são 

comparadas com as dos produtos que estão sendo analisados (FB 5, 2010). Os 

padrões de referência não compendiais são substâncias com elevado teor de 

pureza, que podem ser obtidos através de fornecedores privados e devem ser 

caracterizados para garantir sua identidade, potência e pureza.  

A linagliptina SQR, utilizada neste trabalho, pode ser classificada como 

referencial não compendial, portanto sua caracterização foi realizada utilizando 

diferentes técnicas de análise, incluindo análise térmica, IV e RMN. 

Dentre as análises térmicas, a Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) é 

uma técnica para análise de pureza de substâncias bem consolidada, sendo que a 

metodologia empregada está descrita na Norma ASTM E 928 (2003). O método 

avalia a pureza do composto por meio de uma análise do pico de fusão obtido, 

aplicando a lei da depreciação do ponto de fusão de Van’t Hoff, que prevê a 

diminuição do ponto de fusão do composto puro devido à presença de impurezas 

(VAN DOOREN; MÜLLER, 1984). 

A espectrofotometria no infravermelho fornece evidências da presença de 

vários grupos funcionais na estrutura orgânica devido à interação das moléculas ou 

átomos com a radiação eletromagnética em um processo de vibração molecular 

(PAVIA et al, 2001). A radiação infravermelha corresponde à parte do espectro 

eletromagnético entre as regiões do visível e das micro-ondas. Juntamente com a 
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RMN pode auxiliar na identificação de compostos desconhecidos (CIENFUGOS; 

VAITSMAN, 2000; PAVIA et al., 2001). 

Segundo Hardy (2012) “RMN designa a interação ressonante do momento 

dipolo do núcleo magnético μ em um campo magnético externo com um campo 

eletromagnético”. Esta energia modifica o spin do núcleo, quando a amostra é 

exposta a um campo magnético para obtenção do momento magnético desta. Como 

cada núcleo tem um momento magnético diferente, é possível determinar que tipo 

de ligação química ele possui (SILVERSTEIN et al., 2007). 

Outros método qualitativo empregado para a caracterização da amostra de 

LGT foi a espectrofotometria na região do ultravioleta-visível (UV) por ser de simples 

execução sendo muito utilizado na área do controle de qualidade de produtos 

farmacêuticos pelo potencial da grande maioria dos fármacos de absorver energia 

nessas regiões (WATSON, 2005). A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

que é um tipo de cromatografia que emprega pequenas colunas, preenchidas por 

materiais especialmente preparados e uma fase móvel que é eluída sob altas 

pressões, tem a capacidade de realizar separações e análises quantitativas de 

inúmeros compostos presentes em vários tipos de amostras, em escala de tempo de 

poucos minutos, com alta resolução, eficiência e sensibilidade. (WATSON, 2005; 

USP 36, 2013).  

Nos últimos anos, a análise por cromatografia líquida de ultra eficiência com 

detector de UV e massas (CLUE-UV-EM) tem sido proposta como estratégia para 

encurtar o tempo de análise, informando ambos os íons não fragmentados e 

fragmentados, os quais podem ser consecutivamente utilizados para a quantificação 

e informações sobre os fragmentos de íon (BATEMAN at al., 2007; CASTRO-PEREZ 

et al., 2010). A análise por espectrometria de massas (EM) fornece simultaneamente 

medidas de massa exata, no caso de um analisador do tipo TOF, e informações de 

fragmentação através do recolhimento de dados, usando colisão paralela alternada 

de baixa e alta energia para aquisição 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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5. CAPÍTULO II – DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE MÉTODO 
ANALÍTICO E ESTUDO DE ESTABILIDADE: CINÉTICA DE 
DEGRADAÇÃO, IDENTIFICAÇÃO DOS PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO 
MAJORITÁRIOS E ESTUDO DE DANO À MEMBRANA CELULAR PELOS 
PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO 
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5.1. INTRODUÇÃO 

Segundo a RE 899/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003a), denominada de “Guia 

para validação de métodos analíticos e bioanalíticos”, “O objetivo de uma validação 

é demonstrar que o método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a 

determinação qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de fármacos e outras 

substâncias em produtos farmacêuticos.” O método indicativo da estabilidade se 

enquadra na categoria II deste guia – Testes quantitativos ou ensaio limite para a 

determinação de impurezas e produtos de degradação em produtos farmacêuticos e 

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

 

Tabela 2. Ensaios necessários para a validação do método analítico, segundo sua finalidade. 

Parâmetro Categoria I 
Categoria II 

Categoria III Categoria IV 
Quantitativo Ensaio Limite 

Especificidade Sim Sim Sim * Sim 

Linearidade Sim Sim Não * Não 

Intervalo Sim Sim * * Não 

Precisão 
Repetibilidade 

Sim Sim Não Sim Não 

Intermediária ** ** Não **  Não 

Limite de 
detecção 

Não Não Sim * Não 

Limite de 
quantificação 

Não Sim Não *  Não 

Exatidão Sim Sim * *  Não 

Robustez Sim Sim Sim Não Não 

* pode ser necessário, dependendo da natureza do teste específico.  

** se houver comprovação da reprodutibilidade não é necessária a comprovação da Precisão 

5.1.1. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

O equipamento utilizado foi um cromatógrafo a líquido de alta eficiência da 

marca Shimadzu, modelo CBM-20A, utilizando coluna de fase reversa (C8). Para o 

desenvolvimento do método foram consideradas as publicações existentes para a 

classe do fármaco (Tabela 3).  
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Tabela 3. Métodos de análise para determinação de linagliptina comprimidos 

Coluna/Detecção Fase móvel Referência 

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

ACN: Água: Metanol (25:50:25 
v/v/v). 

LAKSHMI; REDDY, 
2012 

Gemini C18 (250 x 4.6 mm; 
5μm) / 241 nm 

Metanol: Água (83:17 v/v) (pH 4,1) BADUGU, 2012 

Symmetry® cyanide (150 
mm × 4.6 mm, 5 μm)/ UV 
299 nm 

Tampão fosfato de potássio (pH 
4.6):ACN (20:80, v/v) 

EL-BAGARY; ELKADY; 
AYOUB, 2012 

Zodiac C18 (250 x 4.6 mm; 
5μm)/ UV 248 nm 

Tampão fosfato (pH 6,5):ACN (50:50 
v/v) 

THAKARE et al., 2013 

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

Tampão fosfato (pH 3.4):ACN (70:30 
v/v) 

SUJATHA; RAO, 2013 

Chromosil C18 (150 mm × 
4.6 mm, 5 μm)/ UV 226 nm 

Fosfato de potássio 0,02 M (pH 5 
ajustado com ácido ortofosfórico 
1%): ACN (70:30, v/v) 

ARCHANA; SRIRAM; 
GAYASUDDIN, 2013 

Associação de linagliptina e metformina 

BDS Hypersil C8 (250 × 
4.6 mm, 5 μm) / UV 243 
nm 

ACN:Água: Metanol (25:50:25 v/v/v) 
(pH 4.1) 

KAVITHA et al., 2013 

Symmetry® Waters C18 
(150 mm × 4.6 mm, 5 
μm) / UV 299 nm 

Tampão fosfato de potássio (pH 
4,6):Metanol (30:70 v/v) 

EL-BAGARY et al., 
2013. 

Hypersil C18 (250 × 4.6 
mm, 5 μm)/ UV 233 nm 

Tampão fosfato (pH 5.6,ajustado com 
ácido ortofosfórico): metanol: ACN 
(40:5:55 v/v/v) 

SWAMY; BABA, 2013 

Espectrofotometria de Ultravioleta 

UV/Vis 241 nm Metanol: Água (50:50 v/v) SEKHAR, 2013 

5.1.2. Estudo de Estabilidade 

O estudo de estabilidade é fundamental para avaliar a formação de possíveis 

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

dano ao organismo (NUDELMAN, 1975). É necessário que se tenha um método que 

diferencie o composto principal dos produtos de degradação para determinar a 

estabilidade das amostras na rotina da indústria farmacêutica (BAKSHI; SINGH, 

2002). 

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

demonstrada através da comparação dos resultados da amostra com amostras 

submetidas a condições de estresse relevantes como: luz, calor, umidade, hidrólise 

ácida/ básica e oxidação. Os estudos devem ocorrer na forma acelerada e de longa 
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duração. O primeiro é realizado para acelerar a degradação química ou mudanças 

físicas de um produto farmacêutico pelo uso de condições de estocagem forçadas. 

Os estudos de longa duração são projetados para estabelecer ou confirmar a vida 

média projetada e recomendar as condições de estocagem (BRASIL, 2005). 

O estudo de estabilidade da LGT foi realizado através da degradação forçada 

do fármaco em meio básico com aquecimento, para acelerar a degradação, a fim de 

estabelecer métodos analíticos indicativos de estabilidade. Com isso é possível 

determinar a ordem da reação de degradação e a velocidade que esta ocorre.  

Além disso, a amostra degradada sob estas condições de degradação foi 

analisado em UPLC/MS, a fim de sugerir a identidade dos possíveis produtos e rotas 

de degradação tanto do fármaco extraído 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 5μm) 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-1 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, t1/2 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 μg mL-1 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 μg mL-1 (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 
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quantitation were 0.14 and 0.45 μg mL-1, 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. CAPÍTULO III – TESTE DE DISSOLUÇÃO PARA OS COMPRIMIDOS DE 
LINAGLIPTINA 
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6.1. INTRODUÇÃO 

O teste de dissolução é considerado uma importante ferramenta para 

caracterização de um produto na área farmacêutica. O mesmo fornece informações 

úteis tanto na pesquisa e desenvolvimento como na produção e controle de 

qualidade de formas farmacêuticas (MARQUES & BROWN, 2002). A velocidade de 

dissolução está associada à absorção do fármaco pelo organismo, interferindo na 

biodisponibilidade e na correlação in vitro-in vivo (CIVIV) (STORPIRTIS, 2009, p.96). 

No desenvolvimento de um método de dissolução, muitas são as variáveis 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 (pás ou cestas), em diferentes velocidades e meios de 

dissolução, bem como parâmetros relacionados ao meio, como volume, presença de 

gases, pH. Os critérios de aceitação do teste estão de acordo com os preconizados 

pela Farmacopeia Brasileira 5ª Edição (2010). 

A LGT é um fármaco que não possui classificação biofarmacêutica, sendo 

sugerida como classe I (FDA, 2011; TRADJENTA, 2011) pela própria Boehringer 

Ingelheim®, laboratório que lançou a molécula, indicando que a dissolução é um fator 

muito pouco provável de ser limitante na absorção (TGA, 2011). De acordo com a 

classificação do FDA (2011) o fármaco é  ligeiramente  solúvel  em  água (0,9 

mg.mL-1), solúvel em metanol (60 mg.mL-1), moderadamente solúvel em etanol 

(cerca de 10 mg.mL-1), ligeiramente solúvel em isopropanol (<1 mg.mL-1) e 

ligeiramente solúvel em acetona (cerca de 1 mg.mL-1).  

Os fármacos podem ser classificados de acordo com a solubilidade e 

permeabilidade, constituindo o Sistema de Classificação Biofarmacêutica (SCB). A 

Anvisa (BRASIL, 2003b) possui recomendações para realização de testes de 

dissolução para formas farmacêuticas sólidas orais de liberação imediata (FFSOLI), 

e o conhecimento relacionado à solubilidade, permeabilidade, dissolução e 

farmacocinética deve ser considerado para a definição de especificações de 

dissolução, visando à aprovação do registro do medicamento.  

 

A absorção de fármacos a partir de formas farmacêuticas sólidas 
administradas por via oral depende da sua liberação, da dissolução 
ou solubilização do fármaco em condições fisiológicas e de sua 
permeabilidade através das membranas do trato gastrintestinal. 



 

 

72 

Devido à natureza crítica dos dois primeiros, a dissolução in vitro 
pode ser relevante para prever o desempenho in vivo. Com base 
nestas considerações gerais, os ensaios de dissolução in vitro para 
FFSOLI, tais como comprimidos e cápsulas, são utilizados para 
garantir a qualidade lote a lote, orientar o desenvolvimento de novas 
formulações e assegurar a uniformidade da qualidade e do 
desempenho do medicamento depois de determinadas alterações 
(BRASIL, 2003b).  
 

Fármacos com alta solubilidade podem ser incluídos na resolução RDC nº 37, 

de 3 de agosto de 2011 da ANVISA que dispõe sobre o Guia para isenção e 

substituição de estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivalência. Esta 

resolução é aplicável a medicamentos genéricos e similares, bem como a 

medicamentos novos de liberação imediata de uso oral candidatos à bioisenção 

baseada no sistema de classificação biofarmacêutica, formulados com excipientes 

que não apresentem impacto sobre a biodisponibilidade e que apresentem rápida 

dissolução in vitro. 

Por ser possivelmente de classe I (FDA, 2011; TRADJENTA, 2011), a LGT 

poderia ser incluída no programa de bioisenção (FDA, 2000; EMEA, 2009; BRASIL, 

2011b). Para os fármacos candidatos, propõe-se a substituição dos estudos de 

biodisponibilidade relativa/ bioequivalência por ensaios in vitro. 

Os estudos foram conduzidos com a quantificação do fármaco, tanto por 

espectrofotometria de UV/VIS, como por CLAE, com detector de arranjo de diodos e 

a análise estatística realizada para uma possível 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 HCl 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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O desenvolvimento de métodos analíticos e bioanalíticos para avaliação da 

qualidade de fármacos é de suma importância para a rotina do controle de qualidade 

na indústria farmacêutica (SWARTZ; KRULL, 1998). A LGT possui poucas 

publicações na área de controle de qualidade referentes à quantificação do fármaco 

(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 dissolução dos comprimidos, avaliação da cinética de degradação do fármaco e 

sugestão dos produtos de degradação formados. 

A LGT é um fármaco utilizado para o tratamento de DM tipo 2, doença 

metabólica que atinge milhões de pessoas no mundo (OMS, 2013). Este fármaco é 

classificado no grupo das gliptinas, nova classe de medicamentos que surgiu em 

2007 com o lançamento da sitagliptina (NEUMILLER; SETTER, 2012). O diferencial 

da LGT frente aos outros integrantes da classe é a sua eliminação biliar (GERICH, 

2010), em que as concentrações plasmáticas e possível toxicidade do fármaco não 

são afetadas pela insuficiência renal, comum em diabéticos (NEUMILLER; SETTER, 

2012). 

A SQR utilizada neste trabalho foi devidamente caracterizada por meio dos 

métodos por espectrometria de IV, RMN1H, análise térmica (ponto e faixa de fusão e 

DSC) e espectroscopia de massas. Os resultados obtidos nas análises 

espectroscópicas e de RMN1H estão de acordo com as características da molécula 

de LGT, assim como as análises térmicas forneceram informações próximas ao 

descrito na literatura (ECKHARDT, 2007), confirmando a presença de LGT na 

amostra testada. 

Posterior à identificação da SQR, métodos qualitativos foram empregados na 

LGT na forma farmacêutica comprimido, obtida no comércio local para identificação. 

Dentre os métodos disponíveis optou-se pela espectroscopia por UV, CLAE, UPLC e 

espectroscopia de massas. Os espectros de UV gerados são semelhantes à SQR, 

assim como os tempos de retenção obtidos nas técnicas cromatográficas utilizadas. 

A caracterização é necessária para garantir a presença do fármaco em questão na 

amostra, assim como utilizar estas informações nos outros estudos de quantificação. 

A presença de LGT foi confirmada na amostra de maneira satisfatória. 
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A partir da caracterização e identificação da SQR e amostra de trabalho, 

métodos analíticos foram desenvolvidos e devidamente validados de acordo com os 

guias nacionais e internacionais (ICH, 2005; BRASIL, 2003a; USP 36, 2013). As 

condições utilizadas foram: fase móvel constituída por água (pH 4,5 1,0% de TEA): 

ACN (80:20, v/v), vazão de 1,2 mL.min-1, temperatura do forno de 30 °C, coluna C8 

Agilent Zorbax e tempo de retenção em 6,3 minutos. Durante a otimização buscou-

se um método que cumprisse os parâmetros de adequabilidade do sistema. O 

método mostrou-se específico, linear, preciso, exato, robusto nas condições 

avaliadas e indicativo de estabilidade, já que não houve interferência dos produtos 

de degradação na quantificação do fármaco. 

Com as informações geradas no estudo de estabilidade e a sensibilidade do 

fármaco nas condições alcalina e fotolítica por radiação de UV-C, investigou-se a 

cinética de degradação do fármaco na condição alcalina. Nesta investigação 

concluiu-se, a partir dos coeficientes de determinação dos gráficos da concentração 

logaritmo da concentração e inverso da concentração, que tanto SQR quanto 

amostra de LGT possuem cinética de primeira ordem de degradação. 

Estes produtos de degradação formados nos estudos de estresse puderam 

ser sugeridos com o auxílio da técnica de UPLC/ DAD/ ESI/ QTOF/ MS. Os padrões 

de fragmentação da amostra foram obtidos, assim como da relação massa carga 

dos produtos de degradação majoritários obtidos das degradações alcalina e 

fotolítica por radiação UV-C. Produtos diferentes foram formados nas duas 

condições e as estruturas químicas das moléculas formadas foram sugeridas, porém 

o isolamento e a análise destes PD por RMN1H e RMN13C são necessários para 

confirmar as estruturas moleculares. 

Havia a necessidade de informações sobre o possível citotoxicidade por dano 

à membrana celular que estes produtos de degradação poderiam gerar. Para tal, foi 

realizado o teste de dano à membrana, utilizando a técnica por LDH, em que não 

houve diferenças significativas das amostras utilizadas (LGT sem degradação, 

degradação alcalina e fotolítica por radiação UV-C) em relação ao controle negativo 

(p>5%). 

O teste de dissolução desenvolvido e validado para os comprimidos de LGT, 

utilizando o método por CLAE e UV como ferramentas de quantificação, mostrou-se 

discriminativo para a rotina de controle de qualidade lote a lote. O teste de 
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dissolução 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 quantificação da dissolução foi validado, mostrando-se 

específico, linear, preciso, exato e robusto nas alterações avaliadas. Não houve 

diferença estatística entre os dois métodos quantitativos, podendo estes serem 

considerados intercambiáveis. 

Por ser um fármaco altamente solúvel e possivelmente de classe I (FDA, 

2011; TRADJENTA, 2011), os protocolos de estudos de bioisenção foram aplicados 

para os comprimidos (FDA, 2000; EMEA, 2009; BRASIL, 2011b). Nos três meios 

testados, em diferentes pHs, com volume de meio de 900 mL e aparato pá com 

velocidade de 100 rpm, a substância ativa obteve dissolução acima de 85 % em 15 

minutos de análise. Por ser tratar de um fármaco para o tratamento de uma doença 

metabólica endêmica (OMS, 2013), sugere-se a inclusão da LGT na lista de 

fármacos sujeitos à bioisenção. 

Acredita-se que o trabalho cumpriu com os objetivos propostos, servindo 

como uma ferramenta para o controle de qualidade analítico desta gliptina, além de 

fornecer informações sobre a estabilidade do fármaco. Os estudos de dissolução 

discriminativos são essenciais para o controle lote a lote durante a produção na 

indústria farmacêutica, podendo ser detectados problemas que possam interferir na 

absorção e posterior efeito sistêmico do fármaco. 
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