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RESUMO

Diabetes mellitus do tipo 2 € uma doenca cronica que afeta milhares de pessoas
no mundo e que vem aumentando a sua magnitude ao longo dos tempos, sendo
associada ao desenvolvimento de outras doencas como problemas cardiacos,
hepaticos, retinopatia, neuropatia, entre outras. O controle da glicemia €&
fundamental para prevenir as doengas associadas e ter qualidade de vida.
Agentes hipoglicemiantes sao indicados para o tratamento da doenca, como a
omarigliptina (OMG), aprovada no Japao em 2015 e pertencente a classe dos
inibidores da dipeptidil peptidase 4 (DPP-4), enzima responsavel pela inativacao
das incretinas hormonais importantes no processo do controle glicémico. A
literatura cientifica apresenta poucos estudos sobre validacdo de metodologia
analitica de quantificacdo dessa substéncia e carece de estudos relacionados a
sua forma farmacéutica. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
e validar metodologia analitica para a quantificacdo de OMG na forma
farmacéutica, assim como realizar um estudo de estabilidade, cinética de
degradacdo e identificacdo dos produtos de degradacdo majoritarios e também
realizar um ensaio de dissolu¢cdo dos comprimidos. A sustancia quimica de
referéncia (SQR) foi primeiramente caracterizada através dos seguintes ensaios:
calorimetria exploratéria de varredura, ponto de fusdo, espectrofotometria na
regido do infravermelho e ultravioleta, ressonancia magnética nuclear e
espectrometria de massas. Um método indicativo de estabilidade por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi proposto além de um estudo
de degradacao forcada em condi¢cdes acida, basica, oxidativa, fotolitica e
térmica. A cinética de degradacdo nos meios oxidativo e fotolitico foi avaliada
com posterior identificacdo dos produtos de degradacéo obtidos. Um ensaio da
dissolugdo dos comprimidos em diferentes meios foi proposto, além do
desenvolvimento de um método mais sustentavel por espectroscopia UV
derivada e sua comparacdo com o método desenvolvido por CLAE. A SQR foi
devidamente caracterizada pelos métodos propostos. Foi possivel desenvolver
e validar um método indicativo de estabilidade. A cinética de degradacéo
fotolitica e oxidativa seguiu ordem zero e os dois produtos de degradacéo
oxidativos obtidos foram devidamente identificados por cromatografia liquida de

ultra performance acoplado a espectrometria de massas, e, foi possivel também,



propor a rota de degradacdo dos mesmos. O ensaio de dissolucédo conduzido
mostrou rapida dissolugdo dos comprimidos nos meios testados e o método de
dissolucdo foi devidamente validado. Foi possivel desenvolver e validar um
meétodo mais sustentavel por UV derivada e a analise comparativa com o método

por CLAE indicou ndo haver diferencas estatisticas significativas.

PALAVRAS-CHAVES: Omarigliptina, métodos analiticos, validacao,

estabilidade, cinética, produtos de degradacéo, dissolucao.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus is a chronic disease that affects thousands of people
worldwide and that has increased in magnitude over time, being associated with
the development of other diseases such as cardiovascular complications, kidney
failure, retinopathy, neuropathy, among others. Glycemic control is essential to
prevent associated diseases and have quality of life. Hypoglycemic agents are
indicated for the treatment of the disease, such as omarigliptin (OMG), approved
in Japan in 2015 and belonging to the class of dipeptidyl peptidase 4 (DPP-4)
inhibitors, an enzyme responsible for inactivating the important hormonal
incretins in the control process glycemic. The scientific literature presents few
studies on analytical methods for quantifying this substance and lacks studies
related to its pharmaceutical form. Thus, the objective of this work was to develop
and validate analytical methodology for the quantification of OMG in the
pharmaceutical form, as well as to carry out a stability study, degradation kinetics
and identification of major degradation products and also to carry out a dissolution
test of the tablets. The reference chemical substance was first characterized by
the following tests: differential scanning calorimetry, melting point, infrared and
ultraviolet spectrophotometry, nuclear magnetic resonance and mass
spectrometry. A stability-indicating method by high performance liquid
chromatography (HPLC) was proposed in addition to a study of forced
degradation under acidic, basic, oxidative, photolytic and thermal conditions. The
degradation kinetics in the oxidative and photolytic media was evaluated with
subsequent identification of the obtained degradation products. An assay for
dissolving the tablets in different media was proposed, in addition to the
development of an eco-friendly method by derived UV spectroscopy and its
comparison with the developed HPLC method. The reference chemical
substance was properly characterized by the proposed methods. It was possible
to develop and validate a stability-indicating method. The kinetics of photolytic
and oxidative degradation followed zero order and the two oxidative degradation
products obtained were duly identified by ultra-performance liquid
chromatography coupled with mass spectrometry, and it was also possible to
propose their degradation route. The dissolution test conducted showed rapid

dissolution of the tablets in the media tested and the dissolution method was



properly validated. It was possible to develop and validate an eco-friendly method
by derived UV and the comparative analysis with the method by HPLC indicated
that there were no statistically significant differences.

KEYWORDS: Omarigliptin, analytical methods, validation, stability, kinetics,

degradation products, dissolution.
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1. Introducgéao







1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus € uma doenca metabdlica que afeta milhares de pessoas
mundialmente. Segundo dados referentes a 2014 publicados pela Organizagao
Mundial da Saude em 2016, sdo acometidas pela doenca mais de 422 milhdes de
pessoas no mundo causando a morte de mais de 1,5 milhdes de pessoas em 2012
por aumento de riscos associados a eventos cardiovasculares e também a outras
doencas. Dados de prevaléncia brasileira indicam que mais de 16 milhdes de
brasileiros adultos (8,1%) séo acometidos pelo diabetes, causando a morte de 72 mil
pessoal por ano (WHO, 2016).

E uma doenca cronica na qual o organismo n&do produz ou n&o consegue utilizar
adequadamente o horménio capaz de regular a quantidade de glicose no sangue. Este
hormonio, a insulina, é responsavel por utilizar a glicose obtida por meio dos alimentos
como fonte de energia para o corpo. O diabetes causa a condicdo chamada de
hiperglicemia, ou seja, excesso de glicose no sangue, o que pode resultar em danos
aos 0rgaos, vasos sanguineos e nervos (MARASCHIN et al., 2010).

As terapias atuais sdo baseadas na aplicagéo de insulina quando o corpo nao
produz ou quando a capacidade de producdo encontra-se diminuida e em terapia
medicamentosa quando o organismo nao consegue usar adequadamente a insulina
que produz (SBD, 2019).

Entre os medicamentos aprovados para uso no diabetes do tipo 2, destaca-se
a classe das gliptinas reguladoras que atuam através da inibicdo da enzima dipeptidil-
peptidase 4 (DPP-4). Com a inibicdo dessa enzima, os hormonios denominados
incretinas podem agir por mais tempo. As incretinas sdo produzidas pelas células
enddcrinas localizadas no trato gastrointestinal e liberadas quando os nutrientes
chegam no intestino, logo que séo liberadas estimulam a secrecéo de insulina e tém
como principais horménios o GIP (do inglés, Gastric Inhibitory Polypeptide) e o GLP-
1 (do inglés, Glucagon-like peptide-1) (CHACRA, 2006; BAGGIO & DRUCKER, 2007).

A OMG é um farmaco gue faz parte da classe DPP-4 e entrou no mercado no
ano de 2015. E comercializada apenas no Japdo sob a forma de comprimidos
contendo 12,5 ou 25mg, com o0 nome de Marizev® e produzido pela empresa Merck.

E administrado apenas uma vez por semana, o que facilita a adeséo ao tratamento e
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contribui para melhora do controle glicémico quando em monoterapia ou em
combinagao com outros agentes hipoglicémicos (HOME et al., 2018).

Esta substancia é considerada um inibidor potente, seletivo, reversivel e
competitivo da enzima DPP-4 e quando comparada a primeira gliptina da classe
(sitagliptina) possui sua poténcia aumentada em 10 vezes (BIFTU et al., 2014). E
capaz de reduzir a concentragdo de acucar no sangue, especialmente apos as
refeicbes, mas também entre as refei¢cdes; além disso, promove o0 aumento de
secrecdo de insulina pelo organismo e modera a producédo de acucar pelo figado apos
as refeicdes. Uma das grandes vantagens de utilizacdo deste farmaco é que nao
diminui a concentragcdo de aclcar a um nivel perigoso, ao ponto de causar
hipoglicemia, uma vez que ndo tem acédo quando o nivel de aclcar no sangue esta
baixo (BIFTU et al., 2014; LI et al., 2017).

Com o desenvolvimento e comercializacdo de novas substancias no mercado,
destaca-se a importancia do monitoramento da qualidade das mesmas, sendo o
controle de qualidade o setor fundamental para atuar no desenvolvimento de métodos
de analise que auxiliam na garantia da qualidade do produto a ser comercializado,
detectando também possiveis interferéncias como produtos de degradacdo, que,
quando presentes, podem influenciar na eficacia do tratamento.

Fatores ambientais podem ser responsaveis pela formacdo de produtos de
degradacdo diminuindo a pureza do farmaco e ocasionando diminui¢do da eficiéncia
da terapia medicamentosa (NAGPAL et al.,, 2011). Com isso a avaliacdo da
estabilidade de produtos farmacéuticos na presenca de alta temperatura, umidade e
luz, e também de outros relacionados ao proprio produto como as propriedades fisicas
e quimicas das substancias ativas e dos excipientes farmacéuticos, forma
farmacéutica e sua composicao, processos de fabricacdo, tipo e propriedades dos
materiais de embalagem, sdo de suma importancia (ANVISA, 2005).

Além disso, inclusdo de analises por metodologia atual pode acrescentar
vantagens em relacdo ao uso de solventes e o tempo de andlise. Ocorre também a
necessidade de desenvolver ensaios de dissolu¢cao que possam prever de forma mais
eficaz o comportamento in vivo das formas farmacéuticas o que pode implicar em
reducdo de custos e de trabalho necessarios ao desenvolvimento de uma forma
farmacéutica e também o numero e tamanho dos estudos clinicos requeridos e ao
controle de qualidade mais confiavel (ROCHA & GALENDE, 2014).
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A OMG é um medicamento novo e, até a publicacdo do artigo desenvolvido
nesta tese, existiam trabalhos descrevendo a determinacdo quantitativa da mesma
em fluidos biologicos e apenas uma metodologia analitica para andlise quantitativa na
forma farmacéutica descrita em ensaio espectrofluorimétrico (AYOUB et al., 2017).
Um método indicativo de estabilidade por CLAE para quantificagdo de OMG na forma
farmacéutica foi desenvolvido e validado pela primeira vez neste trabalho e publicado
na revista Microchemical Journal.

A OMG nao possui monografia em nenhum compéndio oficial, o que justifica o
desenvolvimento de diferentes métodos de andlise confiaveis. Com isso, método de
quantificacdo como UV derivada com uma abordagem mais sustentavel em
laboratorios também sdo de suma importancia. Em adicéo, a realizagdo de um estudo
de dissolucdo auxilia no entendimento do comportamento do medicamento no
organismo. Portanto, este trabalho visa grande contribuicdo no desenvolvimento de
metodologia analitica para quantificacdo de OMG na sua forma farmacéutica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar metodologia analitica para a caracterizacdo e

determinacdo quantitativa de omarigliptina em comprimidos, desenvolver um

ensaio de dissolugdo e conduzir estudos de estabilidade para posterior

elucidacéo do(s) produto(s) de degradacéo majoritario(s).

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar a substancia quimica de referéncia (SQR) de omarigliptina
através da determinacdo do ponto de fusdo, calorimetria exploratoria
diferencial; espectroscopia de absor¢éo na regido do infravermelho e do
ultravioleta, espectrometria de massas (EM) e ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN H);

Desenvolver e validar um método indicativo de estabilidade por CLAE

para quantificacdo de OMG na sua forma farmacéutica, além disso:

» Realizar estudo de degradacdo forcada e avaliar a cinética de
degradacéo;

= Identificar o(s) produto(s) de degradacdo majoritario(s) através de
técnicas espectrométricas e cromatograficas, propondo as possiveis

estruturas moleculares;

Desenvolver um estudo de dissolugdo dos comprimidos de omarigliptina

com validacdo do método proposto.

Desenvolver e validar um método com menor impacto ambiental para a
quantificacdo de omarigliptina em comprimidos através da analise por UV
derivada e compara-lo com o método CLAE por meio de analise

estatistica (teste t de Student).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Diabetes Mellitus

Para manutencdo do organismo funcional é imprescindivel a regulagéo
dos niveis de glicose no sangue e isso s € possivel gracas a acdo de inUmeros
neuropeptidios e horménios liberados por diversos o6rgéos, entre eles, o
pancreas. As suas funcbes dependem do funcionamento da parte exdcrina e
enddcrina. O péancreas exécrino € responsavel pela liberacdo do suco
pancreatico que contém enzimas (amilase, lipase) importantes no processo da
digestdo. Ja o pancreas enddcrino produz horménios que sado liberados
diretamente na corrente sanguinea (RODER et al., 2016).

O sistema enddcrino do pancreas compreende cinco tipos de células
diferentes: células a (15-20%) responséaveis pela producéo de glucagon, células
B (65-80%), responsaveis pela producéo de insulina e peptideo-C, células y (3-
5%) que sao responsaveis pela produgéo do polipeptidio pancreatico, células &
(3-10%) responséaveis pela producdo de somatostatina e células € (<1%)
responsaveis pela producao de grelina (BRISSOVA et al., 2005). Cada hormonio
desempenha funcdes distintas. A insulina reduz os niveis de glicose sanguineos,
enguanto que o glucagon origina a a¢ao contraria. A somatostatina inibe ambos
e 0 peptideo pancreatico regula a atividade secretora, seja ela enddcrina ou
exocrina. Desta forma, todas elas intervém no processo de regulacdo da
homeostasia da glicose. Nas células (3, o principal estimulo para a liberagcao de
insulina sdo os niveis elevados de glicose no sangue ap6s uma refeicao (GOKE,
2008; HAUGE-EVANS et al., 2009).

O diabetes mellitus é caraterizado como uma sindrome de etiologia
multipla que pode decorrer da ineficiéncia do efeito da insulina ou da sua falta,
ou ambos mecanismos com envolvimento de processos patogénicos especificos
como destruicdo das células beta do pancreas, resisténcia a acao ou distarbios
de secrecdo da insulina, entre outros. Essas condicdes geram o0 estado
denominado de hiperglicemia, com alteracdo do metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas e associagdo a longo prazo de diversas complicacdes,
disfuncdes e insuficiéncia de varios 6rgaos como rins, nervos, cérebro, coracao
e vasos sanguineos (MS, 2006; SBD, 2019).
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Alguns sintomas classicos podem passar desapercebidos como perda
inexplicavel de peso, polidipsia e politria, além disso, a hiperglicemia de grau
elevado poderd causar alteracdes funcionais ou patolégicas por um longo
periodo antes que o diagnodstico seja estabelecido, uma vez que existe um
estagio situado entre a normalidade da glicose a faixa diabética (NEWTON et al.,
2004).

O diabetes mellitus € um importante problema de saude publica uma vez
gue existe uma elevada carga de morbimortalidade associada e um alto custo
do tratamento e de suas complicacdes. Se as tendéncias atuais persistirem, o
namero de pessoas com diabetes foi projetado para ser superior a 628,6 milhdes
em 2045 (SBD, 2019). O aumento da prevaléncia do diabetes esta associado a
diversos fatores, como rapida urbanizacao, transi¢cdo epidemioldgica, transicao
nutricional, maior frequéncia de estilo de vida sedentario, maior frequéncia de
excesso de peso, crescimento e envelhecimento populacional e, também, a
maior sobrevida dos individuos com diabetes (MS, 2006; SBD, 2019).

Para obter sucesso no controle do diabetes, € necessario estabelecer e
desenvolver novas e mais fortes parcerias entre 6rgdos governamentais e
sociedade civil, para uma maior corresponsabilidade em ac¢des orientadas para
prevencao, deteccao e controle do diabetes. Essas novas estratégias devem
promover um estilo de vida saudavel e mudancas de habitos em relacdo ao
consumo de certos alimentos e refrigerantes, bem como estimular a atividade
fisica (SBD, 2019).

3.1.1 Tipos de diabetes

Com a necessidade de uma nova classificacdo para o diabetes devido a
muitos diagnosticos ndo se enquadrarem em nenhuma categoria até entdo
existente e também com avancos recentes no conhecimento das vias
fisiopatoldgicas e tecnologias emergentes para examinar a patologia e o0s
tratamentos que atuam em vias especificas, a OMS publicou recentemente um

novo sistema de classificagéo para o diabetes (Quadro 3.1) (WHO, 2019).
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Quadro 3.1 Classificacdes do Diabetes Mellitus adotada pela OMS em 2019

Tipos de diabetes

Implicacbes

Diabetes Tipo 1 (DMT1)

Deficiencia na producéo de insulina
devido a destruicdo de células beta do
pancreas (processo autoimune).

Diabetes Tipo 2 (DMT2) Uso ineficiente da insulina pelo
organismo.
Hiperglicemia primeiramente | 1) Diabetes Tipo 1 ou Tipo 2

detectada durante a gravidez:

1) Diabetes mellitus na gravidez
2) Diabetes Mellitus Gestacional

primeiramente diagnosticado durante a
gravidez.

2) Hiperglicemia abaixo dos limites de
diagnostico para diabetes na gravidez.

Formas hibridas do diabetes:
1)Diabetes imunomediada de
evolucéo lenta

2) DMT2 com tendéncia a cetose

1) Inicio lento de DMT1 (presenca de
anticorpos).

2) Presenca de cetose e deficiéncia
grave de insulina inicial, porém com
retorno da producao de insulina.

Diabetes Monogénica associada a
defeitos das células beta

Resultante de mutacBes genéticas. As
formas mais comuns sao diabetes do
adulto iniciada na juventude (MODY),
diabetes neonatal permanente, diabetes
neonatal transitoria.

Diabetes Monogénica associada a
defeitos da acao da insulina

Leprechaunismo e a sindrome de
Rabson-Mendenhall sao duas
sindromes pediatricas que apresentam
mutacbes no gene do receptor de
insulina com extrema resisténcia a
insulina.

Doencas do pancreas exocrino

Inclui:  pancreatite, trauma, infecgéo,
cancer pancreatico e pancreatectomia.

Diabetes induzido por | Algumas substancias podem prejudicar

medicamentos ou produtos | a secrecao ou a ac¢ao da insulina como:

guimicos glicocorticéides, tiazidas, acido
nicotinico, agonistas alfa e beta-
adrenérgicos, interferon-alfa, entre
outros.

Diabetes relacionado a infecgdes | Virus  especificos associados a

destruicdo de células beta e envolvidos
na inducao ou no desencadeamento do
DMT1: rubéola, citomegalovirus,
adenovirus, rotavirus, enterovirus, entre
outros.

Formas especificas incomuns de
diabetes imunomediada

Presenca de anticorpos insulinicos;
“Sindrome da pessoa rigida”;
Anticorpos para receptores de insulina.
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Outras sindromes genéticas as | Sindromes acompanhada pelo aumento
vezes associadas ao diabetes da incidéncia do diabetes: Sindrome de
Down; Ataxia de Friedreich; Doenca de
Huntington; Sindrome de Klinefelter
Sindrome de Laurence-Moon-Biedl;
Distrofia miotbnica; Porfiria; Sindrome de
Prader-Willi; Sindrome de Turner.
Diabetes néo classificado Categoria temporaria de um caso ainda
nao enquadrado em nenhuma
classificacao.

O novo modelo de classificacdo considerou a priorizacdo do atendimento
clinico, individualizacdo ao paciente, auxilio aos profissionais de saldde na
escolha dos tratamentos adequados, e se devem ou n&o iniciar o tratamento com
insulina, principalmente no momento do diagndstico. Portanto, o modelo adotado
instiga a avaliacdo dos parametros clinicos para identificar subtipos de diabetes
(WHO, 2019).

3.1.2 Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2)

O DMT2 resulta do uso ineficiente da insulina pelo organismo e € o tipo
gue representa a grande maioria das pessoas com diabetes em todo o0 mundo,
sendo responsavel por mais de 90% dos casos quando comparado a outros tipos
de diabetes. Os sintomas podem ser semelhantes aos do DMT1, mas sé&o
frequentemente menos acentuados e as vezes até ausentes. Como resultado, a
doenca pode nao ser diagnosticada por varios anos, até que as complicacées
surjam. Durante muitos anos DMT2 foi visto apenas em adultos acometendo
individuos a partir da quarta década de vida, mas comecou a ocorrer em criancas
também (SBD, 2019).

O risco de DTM2 é determinado pela interacdo de fatores genéticos e
ambientais. Etnicidade, histéria familiar de diabetes e diabetes gestacional
anterior combinados com idade avancada, excesso de peso e obesidade, dieta
pouco saudavel, inatividade fisica e tabagismo podem aumentar o risco (KAHN
et al., 2014).

O desenvolvimento e a perpetuacdo da hiperglicemia ocorrem
concomitantemente com hiperglucagonemia, resisténcia dos tecidos periféricos

a acdo da insulina, aumento da producdo hepatica de glicose, disfuncéo
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incretinica, aumento de lipolise e consequente aumento de acidos graxos livres
circulantes, aumento da reabsor¢cdo renal de glicose e graus variados de
deficiéncia na sintese e na secregao de insulina pela célula B pancreatica. A
disfungdo das células B € necessaria para desenvolver o DMT2. Muitos
acometidos pelo DMT2 tém deficiéncia relativa de insulina e no inicio da doenca
0s niveis absolutos de insulina aumentam com a resisténcia a acao da insulina
(KAHN et al., 2014).

O diagnéstico da doenca € feito por meio de exames laboratoriais. A
glicose de jejum é verificada através da coleta de sangue periférico apés jejum
calérico de no minimo 8 horas. Glicose ap0s sobrecarga € o exame que,
previamente a ingestdo de 75 g de glicose dissolvida em agua, coleta-se uma
amostra de sangue em jejum para determinacao da glicemia e apds 2 horas da
sobrecarga oral coleta-se a proxima amostra. A avaliagcdo da glicemia apos
sobrecarga, pode ser a Unica alteracédo detectavel no inicio do Diabetes Mellitus,
refletindo a perda de primeira fase da secrecéao de insulina.

A hemoglobina glicada (HbAlc) oferece vantagens ao refletir niveis
glicémicos dos ultimos 3 a 4 meses e ao sofrer menor variabilidade dia a dia e
independer do estado de jejum para sua determinacdo. A confirmacao do
diagnéstico de diabetes requer repeticdo dos exames alterados, idealmente o
mesmo exame alterado em segunda amostra de sangue, na auséncia de
sintomas inequivocos de hiperglicemia. A Tabela 3.1 aponta os critérios

laboratoriais para diagnéstico do diabetes adotados pela SBD:

Tabela 3-1 Critérios laboratoriais para diagnostico de normoglicemia, pré-diabetes e
Diabete Mellitus adotados pela SBD

Glicose de Glicose ap6s Glicose ao acaso HbAlc

jejum (mg/dL) sobrecargade 75 (mg/dL) (%)

g de glicose
(mg/dL)

Normoglicemia’® <100 <140 - <57
Pré-diabetes** >2100e <126 =140 e <200 - =257e

<6,5

Diabete Mellitus =126 =200 = 200 com sintomas 26,5

Hkk

estabelecido inequivocos de
hiperglicemia
* A OMS considera o valor de corte de 110 mg/dL para normalidade da glicose de jejum
** Positividade de qualquer dos parametros confirma diagnéstico de pré-diabetes.
*** Positividade de qualquer dos pardmetros confirma diagnéstico de Diabetes Mellitus. Método
de HbAlc deve ser o padronizado. Na auséncia de sintomas de hiperglicemia, é necessério

confirmar o diagnéstico pela repeticédo de testes (Fonte: SBD 2019).
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3.1.3 Complicacdes da doenca

Quando o diabetes ndo é bem controlado, complicacdes instalam-se e
ameacam a saude colocando em risco a vida. As complicagcbes agudas
contribuem significativamente para a mortalidade, os custos e a baixa qualidade
de vida. A glicose sanguinea anormalmente elevada pode ter um impacto
potencialmente fatal se desencadear condicdes como a cetoacidose diabética
nos tipos 1 e 2 e coma hiperosmolar no tipo 2 (SBD, 2019).

A cetoacidose é uma complicacdo aguda do diabetes caracterizada por
hiperglicemia, acidose metabdlica, desidratacdo e cetose, na vigéncia de
deficiéncia profunda de insulina. O estado hiperglicémico é caracterizado por
hiperglicemia grave, desidratacao e hiperosmolaridade, na auséncia de acidose
significativa devido a deficiéncia relativa de insulina (BARONE et al., 2007).

Ao longo do tempo, o diabetes pode danificar o coragdo, vasos
sanguineos, olhos, rins e nervos, e aumentar o risco de doenca cardiaca e
derrame. Este dano pode resultar em fluxo sanguineo reduzido, o que,
combinado com dano nervoso (neuropatia), aumenta a chance de Ulceras nos
pés, infeccdo e a eventual necessidade de amputacdo do membro. Retinopatia
diabética € uma importante causa de cegueira e ocorre como resultado de danos
acumulados de longo prazo para 0S pequenos vasos sanguineos na retina.
Diabetes esta entre as principais causas de insuficiéncia renal (GUYTON &
HALL, 2002). A hipoglicemia pode ocorrer em todos os tipos de diabetes e pode
resultar em convulsées ou perda de consciéncia (NEGRI, 2005). A Figura 3.1

demonstra resumidamente as complica¢des da doenca no corpo:
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DIABETES MELITO

Defeito na secrecao e/ou acao da insulina

| Dificulta a entrada de glicose na célula | |  Aumenta a giicose plasmitica

| HIPERGLICEMIA CRONICA — Fator desencadeador de complicagies |

|Manrwaswlares I | Diistirbios metabsilicos | | Minmv-aswlare-sl

Alteragdes nos Aumenta & secragao Alteragdes nos
prandes vasos de hormibnios contrainsulinicos PEOUENDS VB505

Artérias coronarianas Aumenta a protadlisa muscular

Artérias dos membros inferioras Aumenta a plise Capilares.

Artérias cerabraiz
Awmenta a gliconeogénese e glicogendlise hepética
Dcorrendn Aumenta a radagao dos acidos graxos hepaticos
Aumenta a corversao am acetil-Cod Comprometenda |
Doenga arterial coronariana Aumenta a coNversao em corpas cetdnicos
Dwenca wascular pariférnica Retina
Acidenta vascular encefalico .
Glomérmule
renal
]
Causanda & acidose metabilica Nervos motores
& sensitivos

»

k.
| MACROANGIOPATIAS ~ |———  CETOACIDDSE DIABETICA  |——  MICROANGIDFATIAS |

Figura 3.1 Complicacdes da hiperglicemia no corpo (Fonte: FERREIRA et al., 2011)

3.1.4 Terapias existentes

O cuidado nutricional em diabetes mellitus é uma das partes mais
desafiadoras do tratamento e das estratégias de mudanca do estilo de vida. A
relevancia da terapia nutricional tem sido enfatizada desde a sua descoberta,
bem como o seu papel desafiador na prevencgéo, no gerenciamento da doenca
e na prevencdo do desenvolvimento das complicagcdes decorrentes (WHO,
2003). Alem disso, a pratica de exercicio fisico & determinante na prevencgéo do
diabetes tipo 2 e no tratamento de todas as formas de diabetes mellitus.
Beneficios adicionais incluem a reducdo do risco cardiovascular, promoc¢éao do

bem-estar e controle do peso corporal e da adiposidade (COLBERG et al., 2016).
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O tratamento do DMT1 inclui o uso diario de insulina, do contrario, esses
individuos podem enfrentar consequéncias fatais (WHO, 2016). No tratamento
do DMT2, os hipoglicemiantes orais sdo indicados juntamente com o controle da
dieta e dos exercicios fisicos e, dependendo da evolucdo da doenca, a insulina
pode ser necessaria também (SBD, 2019).

A conducéo da terapia medicamentosa baseia-se nos seguintes aspectos:
mecanismos de resisténcia a insulina, faléncia progressiva da célula beta,
multiplos transtornos metabdlicos (disglicemia, dislipidemia e inflamacao
vascular) e repercussdes micro e macrovasculares que acompanham a histéria
natural do DMT2. Adicionalmente, € preciso tentar alcancar niveis glicémicos tdo
proximos da normalidade quanto viavel, minimizando sempre que possivel o
risco de hipoglicemia. O uso pode ser indicado tanto em monoterapia quanto em
terapia combiada (SBD, 2019).

Com finalidade pratica, os antidiabéticos podem ser classificados em
quatro categorias: 0s que aumentam a secrecédo de insulina (hipoglicemiantes),
0S que ndo aumentam a secrecdo de insulina (anti-hiperglicemiantes), os que
aumentam a secrecado de insulina de maneira dependente da glicose, além de
promover a supressao do glucagon e os que promovem a glicosuria (sem relacédo
com a secrecao de insulina). O Quadro 3.2 contem 0s agentes antidiabéticos

orais:
Quadro 3.2 Agentes antidiabéticos orais (Fonte: SBD, 2019)
Medicamentos Mecanismo de agéo Classe
pertencente
Clorpropamida, Aumento da secrecédo de Sulfonilureia
Glibenclamida, Glipizida, insulina
Gliclazida, Glimepirida
Repaglinida, Nateglinida, Aumento da secrecgéo de Metiglinidas
insulina
Metformina Reducéo da producao Biguanidas
hepatica de glicose com
menor acao sensibilizadora
da acéo insulinica
Acarbose Retardo da absorcéo de Inibidores da a-
carboidratos glicosidase
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Pioglitazona

Sensibilizadores da

insulina

Glitazonas

Sitagliptina, Vildagliptina,
Saxagliptina, Linagliptina,
Alogliptina, Omarigiptina

Aumento do nivel de
GLP-1 e da sintese e
secrecéo de insulina.

Reducéo de glucagon

Gliptinas (inibidores
da DPP4)

Aumento do nivel de

Mimético e analogo

Exenatida, Liraglutida, GLP-1, e da sintese e da do GLP-1
Lixisenatida, Dulaglutida secregdo de insulina.
Semaglutida Reducéo de glucagon e
retardo do esvaziamento
gastrico.
Dapagliflozina, Prevencao da reabsorcéo Inibidores de
Empagliflozina, de glicose no tubulo receptor SGLT2

Canagliflozina

proximal renal. Promocao

de glicosuria.

3.1.4.1 Inibidores da enzima dipeptidil-peptidase IV

Os inibidores da DPP-4, conhecidos como gliptinas constituem uma

classe de antidiabéticos orais, cujo principal mecanismo de acdo €,
essencialmente, a estabilizacdo do GLP-1 e GIP enddgenos pela inibicdo da
enzima que os degrada, a DPP-4. Como GLP-1 possui sua meia-vida média
extremamente curta (1-2min), com o uso de inibidores, os niveis de GLP-1 ativo
aumenta em duas a trés vezes e melhora a disfuncédo das células beta e alfa,
presente na DMT2. Esta inibicdo aumenta, de forma dependente da glicose, a
secrec¢do de insulina e reduz a producéo hepatica de glicose pela supresséo da
secrec¢do de glucagon, portanto, o aumento do GLP-1 contribui, assim também,
para o controle da glicemia em jejum (DUARTE, 2017). Um esquema do

mecanismo de acdo das gliptinas pode ser visualizado na Figura 3.2:
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Figura 3.2 Mecanismo de acdo das gliptinas (Fonte: autoral)

A utilizacdo das gliptinas em monoterapia pode promover reducédo da
hemoglobina glicada em 0,6 a 0,8% e sdo neutras em relacéo a efeitos no peso.
Esses medicamentos podem ser usados em associacdo a metformina,
glitazonas, sulfonilureias, inibidores do SGLT2 e insulina. Em um
posicionamento, as sociedades europeia e americana de diabetes (European
Association for the Study of Diabetes, EASD; American Diabetes Association,
ADA) manifestaram-se favoraveis a combinacéo de gliptinas com insulina basal
(ADA, 2019; DAVIES et al., 2018; GARBER et al., 2018). A Figura 3.3 demonstra

a evolugao das descobertas do inibidores da dipeptidil-peptidase V.
Saxagliptina
2009
Alogliptina
2013

Figura 3.3 Evolucéo das descobertas dos inibidores da dipeptidil-peptidase 4

A sitagliptina, saxagliptina, linagliptina, gemigliptina, teneligliptina,
alogliptina, evogliptina foram desenvolvidos como inibidores da DPP-4 de uso
diario. A anagliptina e a vildagliptina com posologia de duas vezes ao dia e a
omarigliptina e trelagliptina como uso semanal. Todos os inibidores da DPP-4
sdo bem tolerados, com baixas taxas de hipoglicemia, a menos que

administrados juntamente com o uso da insulina ou aos que induzem a secrecao
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de insulina e sdo neutros em relacéo ao peso, ao contrario das sulfonilureia e da
insulina (EVAN et al., 2016).

3.2 Omarigliptina

A OMG (Figura 3.4) é um medicamento oral, inibidor competitivo,
reversivel DPP-4 de acao prolongada, que é administrada uma vez por semana
como monoterapia ou associada a outros agentes hipoglicemiantes orais. Foi
aprovada para uso no Japao em setembro de 2015 com o nome comercial de
Marizev® pela empresa Merck & Co. Ind.

Ainda néo est4 licenciada na Europa e Estados Unidos devido a questfes
relacionadas ao marketing. Segundo Evans e Bain (2016) o fato reflete a
indicacao de diferentes terapias prevalente em diferentes regides. A metformina
ainda é utilizada como terapia de primeira escolha, exceto nos casos em que é
contraindicada. Ainda, no Reino Unido e em alguns outros paises, questfes
econOmicas levam ao uso de inibidores da DPP-4 como agentes de terceira linha
(ap6s a indicacdo de metformina e sulfonilureias ou pioglitazona).

Seguindo, Evans e Bain (2016) comentam também que no Japéo, a
metformina nunca alcangou destaque sobre outras terapias contra o diabetes
vistas no Ocidente, sendo que os inibidores DPP-4 fazem parte do mercado de
terapias. Isso se deve as vantagens de baixos riscos de hipoglicemia e
neutralidade de peso em relacdo as sulfonilureias. Portanto, para muitos
médicos no Japao, os DPP-4 sdo a terapia de primeira linha para o DMT2 e a
opcdo de OMG uma vez por semana em vez de terapias diarias € mais 6bvia,
pois gliptinas de uso diario implicam em regimes mais complexos e as semanais
ajudam na adeséao ao tratamento (EVAN & BAIN, 2016).

Como fonte da descoberta da OMG, uma ciclizagdo conceitual do nucleo
molecular da sitagliptina forneceu a justificativa para preparar analogos de tetra-
hidropirano (THP) estruturalmente rigidos e levou a identificacdo do candidato
clinico dihidropirrolopirazol. Estudos extensos da relacdo estrutura-atividade no
anel de pirazol identificaram varios grupos moleculares incluindo amida,
sulfonamida e analogos de sulfona. Entre todos os analogos de amida e
sulfonamida feitos neste estudo, o analogo de metilsulfonamida (MK-3102,

omarigliptina) teve a meia-vida mais longa e foi escolhida para o
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desenvolvimento clinico. Esses esforcos culminaram na descoberta do inibidor
potente e seletivo da DPP-4, a omarigliptina (MK-3102) (CHEN et al., 2015).

A OMG geralmente é prescrita em uma dose de 25mg por semana, ndo
sendo necessaria reducéo na dose para dano renal leve/moderado, mas deve
ser reduzida para 12,5mg em casos de dano renal grave. N&o ha restricdo nos
casos de insuficiéncia hepatica (DEACON & LEBOVITZ, 2016).

Figura 3.4 Estrutura quimica da omarigliptina

E rapidamente absorvida apds administraco, com pico maximo de 0,5-
2 horas (MSD, 2015). A OMG inibe a DPP-4 de forma dependente da dose
(BIFTU et al., 2014). O perfil farmacocinético é bifasico, com uma fase alfa de
40-50 horas observada governando a maioria do perfil e uma fase beta com uma
meia-vida longa de aproximadamente 93-116 horas, que contribuiu mais
substancialmente para o perfil farmacocinético em doses baixas (KRISHNA et
al., 2016).

Apds uma dose Unica de 25 mg, a inibicdo quase maxima da DPP-4 é
mantida por uma semana inteira com a inibicdo minima da DPP-4 excedendo
80% e levando a um aumento de 2 vezes o GLP-1 ativo pds-prandial e uma
reducdo significativa da glicose pés-prandial em comparacdo com o placebo
(ADDY et al. 2016; KRISHNA et al., 2016). A taxa de ligacdo as proteinas
plasmaticas é reduzida dependendo da concentracdo de 75% a 1 nmol L™ para
24% a 1000 nmol L™' (BURNESS, 2015). S&0 necessarias duas a trés semanas
de administracdo de OMG para atingir a concentracdo plasmatica em estado
estacionario (BIFTU, 2018).

Individuos obesos com ou sem DMT2 demonstraram ter o mesmo perfil
farmacocinético (ADDY et al., 2016). Nao requer restricbes no horario das
refeicOes para ingestao, uma vez que comida, idade, sexo, obesidade e raca ndo
parecem ter um efeito significativo em seu perfil farmacocinético (EVANS &
BAIN, 2016). Além disso, ndo inibe o citocromo p450s, enzimas de fase 2 ou
transportadores de farmacos, nem induz CYP1A2, CYP2B6 ou CYP3A4.
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Portanto, tem baixo risco de interagbes medicamentosas (EVANS & BAIN,
2016).

A OMG é eliminada praticamente inalterada na urina (74,4%), tendo
sofrido metabolismo minimo. Uma pequena quantidade (3,4%) também foi
recuperada das fezes (XU et al., 2018). Embora varios metabdlitos menores
tenham sido encontrados na urina, nenhum metabdlito ativo foi identificado até
o momento. Comparado a outro inibidor da DPP-4 de uso diario, a OMG € mais
potente para inibir a enzima DPP-4 (TAN, 2016). Um estudo de farmacocinética
e farmacodinamica em individuos saudaveis mostrou que a OMG possui efeito
sustentado e clinicamente significativo; melhorou a adesdo dos pacientes,
otimizando o nivel glicémico controle e reduziu o risco de complicacdes
(KRISHNA et al., 2016).

Este agente anti-hiperglicémico oral, administrado uma vez por semana,
tem o potencial de fornecer aos pacientes com DMT2 uma opc¢éao adicional para
gerenciar seu controle glicémico como parte de uma abordagem centrada no

paciente.

3.2.1 Literatura cientifica abordando métodos analiticos aplicados a
quantificacio da omarigliptina

Estudos sobre a farmacocinética e farmacodindmica de OMG foram
conduzidos. O método por espectrometria de massa (LC-MS/MS) foi usado para
guantificar a OMG no plasma ou na urina (ADDY et al., 2016; KRISHNA et al.,
2016).

Em trabalho publicado por Li e colaboradores (2017), um método rapido e
sensivel foi desenvolvido com sucesso a um estudo farmacocinético para
qguantificar a OMG em amostras de plasma de ratos. Foi utilizado um sistema
UHPLC (Ultra-high pressure liquid chromatography) empregando como fase
movel uma mistura de acetonitrila e acido formico (0,1%). A biodisponibilidade
absoluta da OMG calculada foi de aproximadamente 87% (Li et al., 2017).

Um método bioanalitico por HPLC foi desenvolvido para quantificar OMG
com deteccdo UV (240 nm) como uma alternativa para os métodos LC-MS
relatados em a literatura. A fase movel consistiu na eluicdo isocratica da fase
movel contendo acetonitrila e tampéo fosfato (50:50, v/v). A técnica de extracao

liquido-liquido foi usada para preparac¢des de amostras de plasma. O método foi
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validado de acordo com as diretrizes do FDA e aplicado em amostras ap0s
administracdo oral em ratos. Outras aplicacdes foram atribuidas para OMG
matéria-prima usando o mesmo método, incluindo um estudo de degradacédo
acelerada e sua cinética de degradacédo em meio acido (ATTALLAH et al., 2019).

Um método espectrofluorimétrico foi desenvolvido para a determinacao
de OMG com base no seu comportamento de fluorescéncia. A sua interagao com
surfactantes e macromoléculas também foi estudada. Os pardmetros de
validacdo foram adequados na faixa de concentracdo de 0,1 a 2 pg/mL. Além
disso um ensaio de dissolugcdo dos comprimidos foi conduzido. O método
desenvolvido foi o primeiro método analitico para quantificagdo de OMG em
comprimidos (AYOUB et al., 2018).

3.3 Controle de qualidade de medicamentos — validagdo de métodos analiticos

A analise de farmacos é fundamental nas diversas fases de
desenvolvimento farmacéutico, tais como estudos de formulacao, estabilidade e
controle de qualidade (SFAIR, 2012) e somente a validacdo de métodos
analiticos, utilizados para avaliar a qualidade dos farmacos, garante que 0s
mesmos atendam as exigéncias das aplicacdes analiticas e assegure a
confiabilidade dos resultados obtidos (ANVISA, 2017).

Dentro do controle de qualidade, a validagcdo de um método analitico é o
processo pelo qual se estabelece, através de estudos laboratoriais, se 0s
parametros de desempenho analitico atendem as exigéncias para a aplicacao
analitica pretendida. A utilizacdo de métodos analiticos validados €
imprescindivel para que se possa garantir a seguranca, eficacia e qualidade de
um medicamento. Sdo varias as metodologias e técnicas analiticas disponiveis,
sendo que a escolha baseia-se em fatores relativos a substancia a ser analisada,
bem como nas caracteristicas do método a ser empregado (ANVISA, 2017).

No Brasil, a legislacéo vigente a qual dispde sobre critérios para validacéo
de métodos analiticos aplicavel a insumos farmacéuticos, medicamentos e
produtos biolégicos em todas as suas fases de producéao € a RDC n° 166 de 24
de julho de 2017.
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Essa resolucdo compreende que 0s seguintes parametros devem ser
avaliados: especificidade, seletividade, preciséo, exatidao, linearidade, limite de
deteccao e quantificacédo e robustez (ANVISA, 2017).

A seletividade € um dos primeiros parametros a serem avaliados, pois
caso o critério de aceitacdo ndo tenha sido atendido, ha um indicativo de que o
método pode nédo ter sido desenvolvido adequadamente. Este parametro €
importante para métodos indicativos de estabilidade que indicam que, ao longo
do tempo do medicamento, o método permanece seletivo. A seletividade refere-
se a qualidade do método de responder a um numero limitado de compostos
quimicos (ICH, 2005; ANVISA, 2017).

A especificidade refere-se a qualidade do método em produzir uma
resposta para um analito na presenca de outros componentes da matriz.
(MCPOLIN, 2009). A falta de interferéncias em métodos analiticos é de extrema
importancia para geracdo de resultados corretos (MCPOLIN, 2009; ANVISA,
2017).

A precisao refere-se a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos
na analise de amostras preparadas individualmente. Deve ser expressa por
meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade. E
demonstrada pela dispersao dos resultados, através do calculo do desvio padrao
relativo. O estudo de exatiddo tem o objetivo de verificar a recuperacdo de um
analito em concentracdes diferentes dentro de uma matriz, uma vez que esta
pode interferir nos resultados. Deve ser obtida por meio do grau de concordancia
entre os resultados individuais do método em estudo em relacdo a um valor
aceito como verdadeiro (MCPOLIN, 2009; ANVISA, 2017).

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados
linearmente proporcionais a concentracdo do analito, enquadrados em faixa
analitica especificada. Esta faixa corresponde ao intervalo entre os pontos de
menor e maior concentragao do analito em uma amostra, em que estes pontos
devem ter niveis aceitaveis de linearidade, exatiddo e precisao (ICH, 2005;
ANVISA, 2017).

Os limites de deteccao e quantificacdo também devem ser determinados.
O limite de deteccdo indica a menor quantidade do analito capaz de ser
detectada, mas néo necessariamente quantificada pelo método e o limite de

quantificacdo a menor quantidade de analito capaz de ser quantificado com
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adequada precisédo e exatidao pelo método proposto. A robustez é avaliada para
indicar a capacidade do método em resistir a pequenas e deliberadas variacdes
das condic¢bes analiticas (ICH, 2005; ANVISA, 2017).

A validacdo compreende um processo avaliativo que, se corretamente
elaborado, utilizando-se de profissionais habilitados, materiais certificados, e
equipamentos devidamente calibrados, comprova que o método € adequado
para garantir confiabilidade nas analises, consequentemente confiabilidade do
produto analisado. Contudo, a busca pela qualidade e eficacia dos
medicamentos passa por uma evolucao constante, exigindo das industrias e dos
produtores de uma forma geral, constantes atualizagdes, resultando na
necessidade estudos rotineiros a fim de continuar a garantir a qualidade ja
demonstrada do produto final (SILVA & SANTOS).

3.4 Métodos analiticos de quantificacédo

3.4.1 Espectroscopia UV derivada

Espectroscopia € o0 estudo da interacdo entre matéria e radiacao
eletromagnética. A regido de comprimentos de onda entre 200-400 nm é
conhecida como ultravioleta. A absor¢ao da radiacdo ultravioleta ou visivel excita
os elétrons da molécula, dando origem as chamadas transicGes eletrénicas.
Nestas transicdes, os elétrons de valéncia sao promovidos de seu estado normal
(estado fundamental) para estados de mais alta energia (estado excitado).
Dependendo da energia necesséaria para a transicdo eletrbnica, a molécula
absorve em um comprimento de onda especifico acabado (SIQUEIRA-MOURA
et al., 2008).

Quando comparada com as demais técnicas utilizadas para deteccéo e
quantificacdo de farmacos, a espectroscopia na regiao do ultravioleta € uma
técnica menos onerosa com maior facilidade e rapidez de execugéo podendo ser
perfeitamente adaptada a rotina de analises de matéria-prima e produto acabado
(SIQUEIRA-MOURA et al., 2008).

A espectrofotometria derivada permite aplicacbes além da
espectrofotometria no UV classica. De modo geral, a diferenciacdo de um

espectro de ordem zero para obtencdo de espectros de derivada permite a
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separacao de picos sobrepostos, aumentando a seletividade, sem separacéo
prévia dos compostos. Além disso, torna as bandas largas mais finas,
individualizando melhor os constituintes da mistura e eliminando a interferéncia
de produtos indesejaveis, como excipientes e produtos de degradacéo
(PASCHOAL et al., 2003).

Este método permite a utilizagdo de comprimentos de ondas maiores ou
menores dependendo do tipo de interferéncia observada. Com isso, € possivel
selecionar um comprimento de onda especifico para melhores respostas
lineares, o que permite a determinacdo de cada composto individualmente
mesmo na presenca de outros compostos ou excipientes da formulagdo (ROJAS
& OJEDAS, 2009).

O método esta acessivel a grande maioria dos laboratorios de analise e
pesquisa, € de baixo custo, facil execucdo e constitui uma alternativa menos
dispendiosa se comparada ao método por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(PASCHOAL et al., 2003).

3.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma das técnicas mais
empregadas para analise de identificacdo e quantificacdo na rotina industrial e
de pesquisa, pois é capaz de avaliar todos 0s parametros necessarios para
validacbes de técnicas analiticas (MALDANER et al., 2010). Consiste em um
método fisico-quimico de separacdo de componentes de uma mistura. O
processo ocorre quando a fase mével, que transporta os analitos, passa através
de uma fase estacionaria. As diferentes interacées que ocorrem entre os analitos
e as fases, leva a tempos de migracdo distintos para cada componente da
amostra.

As fases estacionarias mais utilizadas em CLAE para separacdo de
compostos organicos sdo com base de silica com grupos C18 e grupos C8
(PETROVIC et al., 2005).

As fases moveis normalmente sdo misturas de metanol e agua ou
acetonitrila e agua (ACN:H20) com ajuste da for¢ca cromatografica e seletividade
da fase movel até se obter resolucéo suficiente para que ocorra a separacao de

todos os picos cromatograficos no minimo tempo de andlise. A adicdo de
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modificadores, como acido formico, acetato de amoénio, amonia, etc., é realizada
com o objetivo de favorecer o processo de ionizacdo dos analitos através do
ajuste de pH do meio, melhorando suas interacées com a fase mével e a fase
estacionaria. O controle do pH do meio também pode ser realizado através do
uso de fases mdveis tamponadas. Normalmente o detector mais utilizado é o
ultravioleta para substancias que absorvem nessa regido (PETROVIC et al.,
2005; HERNANDEZ et al., 2007).

Além dos parametros necessarios para validacdo da metodologia analitica
como linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade, especificidade e robustez,
averiguacdo da adequabilidade do sistema (“system suitability”) deve ser
conduzida a fim de avaliar a analise cromatogréfica e garantir a qualidade dos
resultados obtidos. Os principais parametros avaliados sdo: tempo de retencéao,
fator de retencao (k’), resolucdo, assimetria, numero de pratos (RIBANI et al.,
2004).

3.5 Avaliacéo da estabilidade

Estudos de estabilidade séo realizados para estabelecer as condicfes de
armazenamento e prazo de validade de medicamentos. Alguns farmacos sédo
suscetiveis a degradacdo quimica sob varias condi¢cdes devido a fragilidade da
sua estrutura molecular. Outros sofrem alterac6es de degradacao fisica, levando
a mudancas no seu estado fisico. A degradacdo de medicamentos pode alterar
os seus efeitos farmacoldgicos, resultando em alteracéo da eficacia terapéutica,
bem como em consequéncias toxicoldgicas. Uma vez que os produtos
farmacéuticos sao utilizados com base na sua eficacia e seguranca, eles devem
ser estaveis e manter a sua qualidade até o momento da utilizac&do ou até a sua
data de validade (YOSHIOKA & STELLA, 2002).

Nos estagios iniciais, os estudos de degradacao forcada sao utilizados
para determinar o tipo de produtos de degradacéo que poderéo ser encontrados
apos um longo periodo de armazenamento. Para isso, o produto farmacéutico é
submetido a condicbes de degradacao térmica, hidrolise acida e alcalina,
oxidativa e fotolitica (ANVISA, 2015a).

A necessidade da realizacdo dos estudos de degradacéo forcada surge

para gerar todos os produtos de degradacdo que aparecerdo no estudo de

52



estabilidade. Na pratica, percebe-se que geralmente aparecem mais produtos na
degradacéo forcada do que no estudo de estabilidade; portanto, o perfil do
estudo de degradacao forgada € maior que o perfil de degradacao “real”. Trata-
se de um perfil de degradacéao “potencial” (ANVISA, 2015b).

Conforme a Figura 3.5, o perfil de degradacédo “potencial” pode ser
diferente do “real” tanto qualitativamente (compostos diferentes) quanto
quantitativamente (concentragdes diferentes), mas do ponto de vista qualitativo,
o perfil “real” esta contido no perfil “potencial’. Os perfis de degradagao obtidos
no estudo de estabilidade acelerada e de longa duracdo também podem ser

qualitativa e quantitativamente diferentes (ANVISA, 2015b).

Perfil de degradacdo

potencial
(degradagdo
forgada)

Perfil de degradagao
da estabilidade
acelerada

Perfil de degradacao
“real” (estabilidade
de longa duragdo)

Figura 3.5 Relagédo entre o perfil de degradacdo "potencial’, obtido no estudo de
estresse e o perfil de degradacéo "real", obtido no estudo de estabilidade de longa
duragéo (Fonte: ANVISA, 2015b)

A analise dos produtos gerados nos estudos de degradacédo forcada pode
ser utilizada para o estabelecimento da rota de degradacgéo e o desenvolvimento
de validacdo dos métodos analiticos indicativos de estabilidade. A identificacédo
de um produto de degradacéo pode ser confirmada com a utilizacao de técnicas
espectrofotométrica de caracterizacdo (espectro de massas, RMN,
infravermelho) (ANVISA, 2015b).

O desenvolvimento dos ensaios de estabilidade exige uma pesquisa
ampla em torno dos procedimentos utilizados e também um conhecimento
tedrico das reacdes de degradacéo e dos principios de cinética quimica, uma
vez que as reacdes de degradacdo nos medicamentos ocorrem a velocidades
definidas e sdo de natureza quimica, podendo ser aceleradas através do

aumento da temperatura. A velocidade e a ordem dessas reagfes séo definidas
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e para classifica-las sdo necessarios estudos de cinética quimica, que podem
ser classificados como ordem zero, primeira ordem ou segunda ordem
(LACHMAN et al., 2010).

A ordem de reacdo pode ser determinada a partir construcao do grafico
na plotagem dos resultados das concentracdes do farmaco coletadas a cada
tempo de exposicao das reagdes, sendo que, quanto maior o valor do coeficiente
de determinacdo linear em comparacdo a cada ordem for obtido, teremos
determinado o modelo cinético que melhor descreve a reacao (SINKO, 2008;
FLORENCE, 2011).

Quando a velocidade da reacdo é independente da concentracdo do
reagente, a classificacdo é ordem zero. Nesse caso, um grafico de concentracdo
(C) em funcéo do tempo (t) da origem a uma reta, cuja inclinacdo corresponde a
constante de velocidade da reacdo (k). Ja quando a velocidade de reacéo
depender da concentracao de um dos reagentes, a reacao seguira cinética de
primeira ordem, obtendo-se uma reta com a representacdo do logaritmo da
concentracdo (log C) em funcédo do tempo (t). Ja a reacdo de segunda ordem
(mais rara) ocorre quando a velocidade de reacdo depende da concentracao de
dois reagentes. Para esse tipo de reacdo, a representacdo do inverso da
concentracédo (1/C) em funcédo do tempo (t) fornece uma reta (SINKO, 2008;
COSTA et al., 2013). As equacdes matematicas referentes as ordens de reacéo
estao descritas no Quadro 3.3.

Quadro 3.3 Ordem de reagéo e a equacao matematica, tsou € toos COrrespondente
Ordem dereacdo | Equacdo matematica | Tempo de meia- to0%

vida (tso%)

Ordem zero C=Co—kit Col 2k (0,21 xCo) 1k
Primeira Ordem Log C =log Co — k.t 0,693/ k 0,16/ k
Segunda Ordem 1/C=1/Co+ k.t 1/ Coxk 1/ (9k x Co)

Onde: Co: concentracao do reagente no tempo zero; C: concentracdo apds determinado tempo
de reacdo; k: constante da velocidade especifica; tso%: tempo necessario para que um farmaco
degrade metade da sua concentracgao inicial; toos: tempo necessario para que o farmaco degrade
10% de sua concentrac¢do inicial (Fonte: SINKO, 2008).

Em trabalho executado por Attallah et al. (2018) a degradacéo forcada e
a cinética de degradacdo acida da OMG em matéria-prima foi avaliada. A
concentracéo de acido (HCI) utilizada na degradacao foi 2 N (1:1) com o intervalo

de tempo de coleta entre 5-25min em diferentes temperaturas (60, 70 e 80°C).
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Os resultados encontrados foram uma cinética de primeira ordem, com valor de
tempo de meia vida (tsox) em 3636.92 min, toox, em 552.94 min e constante de
reacdo (k) de 0.0019 min.

3.6 Ensaio de dissolucéo

Segundo Chorilli et al. (2010) entende-se por dissolugcéo o processo de
liberagdo do insumo farmacéutico ativo de sua forma farmacéutica tornando-o
disponivel para absorcdo. Para medicamentos de administracdo oral, os
parametros fundamentais que controlam a taxa e a extenséo da absorcéo séo a
sua solubilidade aquosa e sua permeabilidade intestinal (CHORILLI et al., 2010).

O desenvolvimento adequado do método de dissolucao € imprescindivel
para que este possa ser capaz de indicar semelhanca entre 0 medicamento
genérico/similar e 0 medicamento referéncia, para prever a biodisponibilidade do
produto, processos produtivos, tamanhos de lotes, locais de fabricacéo e outras
alteracdes poés-registro; para detectar mudancas durante os estudos de
estabilidade do medicamento; para avaliar a consisténcia e reprodutibilidade
dentro de um mesmo lote e entre lotes e também isentar as demais dosagens
de estudo de bioequivaléncia (ANVISA, 2018).

Observagdes visuais do comportamento da dissolu¢cdo do produto sao
importantes durante o desenvolvimento do método, pois possibilitam verificar de
que forma variacbes no processo produtivo e na formulacdo interferem na
dissolucéo do produto acabado. Podem indicar, por exemplo, a desintegracao
de formas farmacéuticas sélidas, adesdo das particulas nos aparatos,
desintegracédo complexa do revestimento de liberacdo modificada, presenca de
particulas flutuantes, entre outros (ANVISA, 2018).

A avaliacdo por meio do perfil de dissolugdo permite uma analise mais
conclusiva do processo de liberacdo da substancia ativa e, consequentemente,
0 estabelecimento das condi¢des e das especificacdes mais adequadas para o
controle do desempenho do produto (CHORILLI, et al. 2010).

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (Figura 3.6) pensado por
Amidon e colaboradores (1995), surgiu na década de 90 em necessidade a
grande complexidade fisico-quimica relacionada aos farmacos, portanto,

organiza-lo em classes foi de grande utilidade, principalmente para fins
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regulatorios (AMIDON et al., 1995). Este sistema fornece dados sobre a
solubilidade e permeabilidade do farmaco, principalmente no caso de
formulagcbes com uma maior probabilidade de apresentar problemas de
biodisponibilidade como as formas farmacéuticas soélidas e suspensdes
(ANVISA, 2011; FDA, 2017).

Classe | Classe Il Classe Ill Classe IV

«Alta *Baixa *Alta *Baixa
Solubilidade Solubilidade Solubilidade Solubilidade
«Alta «Alta *Baixa *Baixa
Permeabilidade Permeabilidade Permeabilidade Permeabilidade

Figura 3.6 Sistema de Classificacéo Biofarmacéutica

Um farmaco pode ser considerado altamente soluvel quando a maior dose
testada (dosagem maxima descrita em bula), administrada oralmente, em uma
formulacédo de liberacdo imediata, € completamente solubilizada em um volume
de até 250 mL ou menor, em cada uma das soluc¢des tampdao utilizadas e, em
uma faixa de pH de 1,2 a 6,8 e a temperatura de 37 + 1°C. Para ser considerado
altamente permeavel, € necessario que 85% ou mais da dose administrada
oralmente, como formulacdo de liberacdo imediata, seja absorvida (ANVISA,
2011; FDA, 2017).

Na literatura pesquisada ndo é descrita a classificacao biofarmacéutica da
OMG. No entanto, com base nos dados de biodisponibilidade (87,31%) (LI et al.,
2017) e solubilidade do farmaco, sua classificacdo biofarmacéutica pode ser
sugerida.

O guia de dissolucdo aplicavel a medicamentos genéricos, novos e
similares publicado pela ANVISA enuncia que a solubilidade do insumo
farmacéutico ativo deve ser determinada em pelo menos trés meios diferentes a
fim de contemplar a faixa de pH fisiologico. Além disso uma validagdo do método
de dissolucdo deve ser conduzida a fim de garantir a reprodutibilidade e
confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2018; ANVISA, 2019). Em trabalho
desenvolvido por Ayoub et al. (2017), um ensaio de dissolu¢cédo dos comprimidos
de OMG foi conduzido em meio contendo HCI 0.1 M, porém este experimento foi

relatado de forma breve, sem avaliagcdo do perfil de dissolugdo em diferentes
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meios conforme preconiza os guias oficiais e também a validacdo do método de
dissolucéo nao foi conduzida.

Os estudos de dissolucdo in vitro constituem um dos elementos
essenciais para avaliar e garantir as propriedades biofarmacotécnicas das
formulacbes. Desta forma, considerando também que a OMG nao possui
monografia publicada em nenhum compendio, justifica-se a realizacdo de perfis
de dissolucdo com os meios que apresentarem condi¢cao sink para o controle de
qualidade de rotina dos comprimidos, além da conduc¢éo da validacdo do método

de dissolucéo.
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4. CAPITULO I: CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA QUIMICA DE
REFERENCIA DE OMARIGLIPTINA

4.1. Introducéo

Conhecidas como referéncias de controle de qualidade nacional pela
ANVISA, as substancias quimicas de referéncias (SQR) sdo imprescindiveis
para avaliar a conformidade de insumos farmacéuticos e medicamentos tanto no
desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos em inddstrias como em
pesquisas académicas. S&o produtos com uniformidades reconhecidas,
destinadas ao uso em ensaio onde uma ou mais de suas propriedades serdo
comparadas com a substancia em exame. Essas substancias podem ser
farmacos, produtos biologicos, extratos e pOs vegetais, radiofarmacos, entre
outros (ANVISA, 2019).

A responsabilidade atual pela distribuicdo oficial das SQR da
Farmacopeia Brasileira (SQR-FB) é do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade, o que torna o custo mais acessivel e com maior agilidade de
aguisicdo e com padrao de qualidade comparavel ao padréo internacional, uma
vez que até pouco tempo o fornecimento era exclusivo do mercado internacional.
Na auséncia de uma SQR-FB é permitido o uso de SQR estabelecida por outros
compéndios oficiais, ndo necessitando de caracterizagdo posterior (ANVISA,
2019; FIOCRUZ, 2019).

As substancias de referéncia ndo-compendiais sdo aquelas com elevado
teor de pureza, porém necessitam ser cuidadosamente caracterizadas. Estas
sdo denominadas pela legislagdo atual RDC 166/2017 como substancias
quimicas caracterizadas (SQC). Mesmo na presenca de SQR compendiais a
SQC é aceita para validacdo de métodos analiticos, desde que seja devidamente
caracterizada e o relatério seja anexado juntamente ao documento de validacéo
(ANVISA, 2017).

Segundo a RDC 166/2017, a caracterizacdo de substancias quimicas é
um conjunto de ensaios que visa garantir a autenticidade, pureza, teor e
poténcia, devendo incluir dados a partir de técnicas aplicaveis a caracterizacao
de substancias como: ponto de fusdo, calorimetria exploratoria diferencial,

espectroscopia do infravermelho, entre outras (ANVISA, 2017).
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A substancia quimica de referéncia farmacopeica de OMG nao esta
disponivel, por este motivo a SQR foi adquirida em fonte ndo compendial. Com
isso, € importante a aquisicdo de empresas confidveis e a caracterizagdo por
diferentes técnicas faz-se necessaria.

Este capitulo tem por objetivo caracterizar a substancia quimica de
referéncia  adquirida. As técnicas utilizadas para analise foram
espectrofotometria na regido do ultravioleta e na regido do infravermelho,
espectrometria de massas, calorimetria diferencial exploratoria, ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio, ponto de fusédo pela técnica do capilar e faixa

de fus&@o por microscépio.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Substancia Quimica de Referéncia (SOR)

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada a OMG com teor
declarado de 98,0 %, identificado pelo lote 11746 e adquirida da empresa
Acchemblock (Estados Unidos). E denominada de (2R, 3S, 5R) -2- (2,5-
difluorofenil) -5- [2- (metilsulfonil) -2,6- di-hidropirrolo [3,4-c] pirazol-5 (4H) -il] -
tetra-hidro -2H-pirano-3-amina ou apenas MK-3102 e identificada com CAS
1226781-44-7. Possui férmula molecular Ci7H20F2N4O3S e massa molecular
398,43 g/mol (SCFINDER, 2019).

4.2.2. Ponto de fusdo pelo método capilar e faixa de fusao

Para a determinacao do ponto de fusdo pelo método de capilar foi utilizado
0 equipamento Mettler Toledo, FP90, previamente calibrado. A amostra foi
compactada em um tubo capilar (diametro de 1mm e 6mm de comprimento) com
aquecimento de 5°C/minuto, e a andlise realizada em triplicata.

A determinacao da faixa de fusdo da SQR foi realizada em equipamento
tipo Koffler, marca Wagner e Muniz. Uma pequena quantidade de SQR foi
transferida para uma lamina de vidro e uma laminula de vidro foi colocada sobre
a substancia. O aquecimento foi realizado de maneira gradual e a observacéo
da faixa de fusdo foi realizada no microscopio acoplado a uma chapa de

aguecimento. As analises foram realizadas no Laboratorio de Quimica

62



Farmacéutica da Faculdade de Farmacia na Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

4.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A analise foi realizada no Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico
Farmacéutico - Faculdade de Farmacia, UFRGS. Foi empregado o calorimetro
exploratorio diferencial com fluxo de calor, modelo DSC-60, marca SHIMADZU,
com controlador de fluxo FC-60 A, integrador TA 60WS e software de controle e
andlise TA 60 versdo 2.0, calibrado com indio (156,6 °C, energia de transicao -
28,45 J/g) e com zinco (419,58 °C, energia de transicao — 100,50 J/g).

Pesou-se aproximadamente 1mg da SQR em porta amostra de aluminio,
o qual foi selada e submetida a analise em calorimetro exploratério diferencial

com razéo de aquecimento de 10 °C/min e fluxo de nitrogénio de 50 mL/ min.

4.2.4 Espectrofotometria na regido do infravermelho e do ultravioleta

A caracterizacdo por espectrofotometria na regidao do IV foi realizada no
Laboratdrio Multitécnica pertencente ao Instituto de Quimica da UFRGS. As
andlises foram realizadas em espectrofotdmetro FT-IR Perkin Elmer, modelo
Spectrum BX 640-IR e analisadas no software Origin 6.0. A amostra de
omarigliptina SQR foi transferida diretamente ao equipamento e submetida a
analise. A identificacdo das bandas caracteristicas da OMG foi realizada com
base na literatura (PAVIA et al., 2010).

As analises por espectrofotometria na regido do ultravioleta foram
realizadas no Laboratério de Controle Qualidade Farmacéutico pertencente a
Faculdade de Farmacia da UFRGS. O espectrofotdbmetro utilizado para a andlise
das solucgdes foi 0 UV-Vis Shimadzu, modelo 1800, com duplo feixe, equipado
com cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho éptico. O software Probe verséo
2.42 foi utilizado para o tratamento dos dados. O espectro de absor¢ao obtido foi
analisado na faixa de 200-400 nm. A solucdo de OMG utilizada para a andlise

foi preparada na concentracdo de 60ug/mL em metanol.

4.2.5 Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN 1H)
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A determinacédo do espectro de RMN 'H da SQR foi realizada na Central
Analitica do Instituto de Quimica, UFRGS. Foi empregado o equipamento Bruker
Ascend equipado com console Avance Il HD, Campo de 9,4 T, frequéncia de
400 MHz para a analise. Aproximadamente 10 mg de SQR foi transferida para
um tubo para RMN com 5mm de diametro, utilizando 700uL metanol deuterado
como solvente. As atribuicbes dos hidrogénios das moléculas foram
estabelecidos com base nas tabelas constantes em literatura cientifica
(SILVERSTEIN, 2007; PAVIA et al., 2010).

4.2.6 Espectrometria de massas

A andlise por espectroscopia de massas (ESI-MS/MS) foi realizada em
um micrOTOF-QIII (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) equipado com uma
interface de ionizacgéo por eletrospray, operando em modo idnico positivo usando
uma tensdo capilar de 4,5 kV. Os valores dos parametros do ESI-Q-TOF
utilizados foram: temperatura do gas de secagem em 200 ° C; fluxo de gas de
secagem em 4 L min-1 e pressao de gas de nebulizacdo de 2,0 bar. A deteccéo
foi feita considerando um intervalo de massa de 20-1000 m/z adquirido com uma
taxa espectral de 1,00 Hz. O nitrogénio foi usado como gas de secagem e
nebulizacao.

O espectrometro de massa foi calibrado através de uma solucdo de
formiato de sodio (10mM) em modo positivo, e os dados de massa foram
processados usando o software Data Analysis 4.3 (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha). A andlise foi realizada na Central Analitica da Universidade Federal

de Ciéncias da Saude de Porto Alegre.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Ponto de fusdo

Para a técnica do capilar, o ponto de fusdo é determinado no momento
gue os cristais da amostra coalescem dentro do capilar, originando um fluido
transparente que possibilita a passagem de luz através do tubo. Uma amostra

padrdao com conhecido ponto de fusao foi utilizada previamente como calibracéo
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do equipamento que opera de maneira automatica. O valor do ponto de fusdo
encontrado para OMG foi de 179 + 1°C. A faixa de fusdo foi determinada de
maneira visual em um termdémetro acoplado a chapa de aquecimento. Apos
aguecimento gradual da amostra, o resultado observado para a SQR foi de 172+
1°C para temperatura inicial de fusdo e 179 £ 2°C para temperatura final. Os
resultados encontrados para ambas as técnicas foram proximos, confirmando
gue as mesmas foram empregadas com sucesso na identificacdo do ponto de

fusdo da SQR em analise.

4.3.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial

A calorimetria exploratdria diferencial € uma importante técnica de analise
térmica capaz de dar informacfes sobre a pureza e compatibilidade das
substancias, bem como a presenca de polimorfismo (OLIVEIRA, et al., 2011).

Na curva de aquecimento obtida para a OMG, a temperatura de fuséo
apresentou pico em 173,81°C conforme visualizado na Figura 4.1 Este valor
encontra-se dentro da faixa de fusdo determinada para a SQR, resultado que
mais uma vez corrobora com os valores encontrados nas demais técnicas
utilizadas na determinacdo do ponto de fusdo. O evento térmico observado foi
uma transi¢éo de primeira ordem com a formagao de um pico endotérmico, onde
h& absorcao de calor para a fusdo do composto (CANEVAROLO, 2004).

DsC Temp
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0.00| #
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Time [min]

Figura 4.1 Curva de DSC da SQR obtida em rampa de aquecimento de 10°C/min e
fluxo de nitrogénio de 50 mL/min
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A mesma curva de DSC com pico endotérmico e temperatura de fusdo em
172°C foi encontrada por pesquisadores a OMG e relatada em patente
(LENGAUER, 2017), ja um estudo conduzido por Biftu et al. (2014) mostrou uma

fusdo endotérmica na temperatura de 176 °C.

4.3.3 Espectrofotometria na regido do infravermelho e do ultravioleta

A andlise espectrofotométrica na regido do infravermelho € umas das
técnicas mais empregadas para a identificacdo de farmacos, pois é capaz de
diferenciar estruturas de maneira qualitativa e junto com as demais técnicas
como Ressonancia Magnética Nuclear, espectroscopia de massas e
espectroscopia na regido do ultravioleta, constituem um dos principais recursos
de elucidacéo estrutural de substancias (PAVIA et al., 2010).

O espectro obtido por essa andlise gera um grande numero de
informacdes relacionadas as principais ligacbes e grupos funcionais de uma
determinada substancia e para a analise € necessaria uma tabela de correlacdo
entre as absorcdes de estiramento e deformacdo, em nimero de onda (4000 —
400 cm™) e/ou comprimento de onda (2,5 - 25um), e 0S respectivos grupos
funcionais ou ligagdes quimicas correspondentes (PAVIA et al., 2010).

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho da SQR e a indicacao

das principais bandas encontram-se na Figura 4.2
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Figura 4.2 Espectro de infravermelho de omarigliptina

As bandas obtidas experimentalmente através do espectro IV foram

comparadas com a escala descrita na literatura (PAVIA et al., 2010) e a maioria
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das ligacbes pertencentes a molécula OMG puderam ser identificadas. A

indicagao das principais bandas de absor¢cdo encontram-se na Tabela 4.1

Tabela 4-1 Frequéncia de absor¢éo das principais bandas na regido do infravermelho
da omarigliptina e suas respectivas atribuicoes

Frequéncia Faixa na literatura Atribuicdes
experimental (cm™) (cm™)
3440 3400-3200 N-H
2920 ~3030 C-H
2800 2962 - 2872 C-H Aromético
1610 1640 -1550 c=C
1480 1400 - 1000 C=N
1420 1450-1000 C-F
1360 1350-1000 C-N
1270-1160 1300-1000 C-0-C
1060 ~1050 S=0
930-830 860 - 800 Anel Aromético para-
substituido- 2H adjacentes
765 800-700 S-C

A faixa de espectro obtida entre 3660 - 2700 cm* exibe fortes bandas que
estdo associadas a vibracdes de deformacdo axial em atomos de hidrogénio
ligados a carbono, oxigénio e nitrogénio (C-H, O-H e N-H) (JAMROGIEWICZ,
2012). Dentro desta faixa foram observadas as bandas de 3440 cm-* (N-H), 2920
cm?® (C-H), 2800 cm* (C-H aromatico).

A outra regido do grafico (1610 — 765 cm™), em geral, tem menor
intensidade e muitas vezes é dificil de ser identificada (SIMPSON, 2010). Como
pode ser visto as frequéncias atribuidas as principais conexfes da molécula
OMG foram identificadas, sugerindo sucesso na execucao deste importante
experimento de identificacdo molecular. Além disso, bandas com absor¢ces
muito préximas as encontradas nesta analise também foram identificadas na
analise IV da OMG em estudo realizado por Lengauer (2017).

O estudo da espectroscopia UV envolve a interagdo entre matéria e
radiacdo eletromagnética. A luz ultravioleta fornece energia causando as
transicOes eletronicas, e dependendo da energia necessaria para essa transicao,
a molécula pode absorver em determinado comprimento de onda. A luz
ultravioleta é a radiagdo eletromagnética com comprimento de onda entre 200 e
400 nm (BALOGH et al., 2011).
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A solucédo SQR foi preparada a partir de uma solucdo estoque em metanol
contendo 300ug/mL e apos diluida a fim de obter a concentracdo final em
60ug/mL, a mesma foi adicionada a cubeta para analise. O espectro esta
representado na Figura 4.3.
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Figura 4.3 Espectro obtido para a SQR de omarigliptina na regiao do ultravioleta

Como é possivel observar no espectro duas principais regides maximas
de absorcdo em diferentes comprimentos de onda puderam ser identificadas
nesta analise. Ayoub et al. (2018) encontraram um valor de comprimento de onda
maximo de 268 nm para OMG em agua.

4.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN 1H)

O espectro de RMN *H de omarigliptina SQR esta representado na Figura
4.4. As atribuicdes do espectro de RMN 'H de omarigliptina SQR estdo
apresentados na Tabela 4.2.
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Figura 4.4 Espectro de RMN 'H da SQR de omarigliptina



Tabela 4-2 Atribuicdo dos sinais tedricos para o espectro de RMN 1H de OMG

Posicao Deslocamento Deslocamento Numero de Multiplicidade
experimental tedrico (ppm) hidrogénios
(ppm)

15 7.84 6.5-8.0 1 s
2 ‘ 7.20 ‘ 6.5-8.0 ‘ 1 ‘ m
1/ 20 ‘ 7.10 ‘ 6.5-8.0 ‘ 2 ‘ m
5/6 ‘ 4.61 ‘ 0.5-4.0 ‘ 2 ‘ m
3 ‘ 4.31 ‘ 0.5-4.0 ‘ 1 ‘ d
10/11 ‘ 3.92 ‘ 0.5-4.0 ‘ 2 ‘ m
16/ 17 ‘ 3.86 ‘ 0.5-4.0 ‘ 2 ‘ m
18 ‘ 3.50 ‘ 3.2-38 ‘ 1 ‘ t
19 ‘ 3.45 ‘ 3.2-38 ‘ 1 ‘ m
4 ‘ 3.11 ‘ 25-35 ‘ 1 ‘ m
9 ‘ 3.03 ‘ 25-35 ‘ 1 ‘ m
8 ‘ 2.95 ‘ 22-29 ‘ 1 ‘ m
7 ‘ 2.49 ‘ 25-35 ‘ 1 ‘ m
12/13/14 ‘ 1.59 ‘ 1.6-26 ‘ 3 ‘ q

A interpretacdo dos sinais obtidos no espectro de RMN H foi realizada
comparando com o0s sinais da literatura dos grupos quimicos presentes e estao
de acordo para a molécula estudada. A atribuicdo dos hidrogénios corrobora com
a identificagdo do analito (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010; BIFTU,
et al., 2014).

4.3.5 Espectrometria de massas

Esta técnica analitica € capaz de separar e medir a relacdo massa/carga
(m/z) de ions em fase gasosa, produzidos por ionizagao. O espectrofotdmetro de
massa € um equipamento capaz de identificar esses ions. O espectro de massa

obtido para a SQR da omarigliptina encontra-se na Figura 4.5.
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Figura 4.5 Espectro de massas obtido para a SQR da omarigliptina em ionizacéo por
eletronebulizacdo positiva

Conforme pode-se observar, o espectro da SQR apresentou um ion
molecular de m/z de 399,1359 g onde a substancia analisada recebeu um préton
H*. O valor de massa encontrado na literatura para a OMG ¢é de
aproximadamente 398 g, portanto o resultado encontrado est4 de acordo com a
literatura (SCIFINDER, 2019).

4.4 Conclusao

Foi possivel caracterizar a substancia quimica de referéncia de OMG
através da execucdo de diferentes e importantes técnicas analiticas
empregadas, onde cada uma foi capaz de contribuir de forma positiva e
complementar para a confirmacao da identidade do padrdo adquirido. A SQR

caracterizada sera utilizada nos estudos propostos nessa tese.
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5. Capitulo II: Método analitico indicativo de estabilidade por CLAE,
estudo da cinética de degradacéo e identificagcdo dos produtos da
degradacéao oxidativa de omarigliptina
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5. CAPITULO Il: METODO ANALITICO INDICATIVO DE ESTABILDIADE
POR CLAE, ESTUDO DA CINETICA DE DEGRADACAO E
IDENTIFICACAO DOS PRODUTOS DE DEGRADACAO OXIDATIVA DE
OMARIGLIPTINA

5.1 Introducéo

Garantir a estabilidade de um medicamento durante o prazo de validade
ao qual foi determinado € um dos quesitos essenciais para assegurar a eficacia
e seguranca de um tratamento. Com isso a estabilidade pode ser definida como
a capacidade de uma formulacéo de manter as suas caracteristicas terapéuticas,
microbioldgicas, quimicas e fisicas por todo o tempo de armazenamento e uso
e, assim ter aceitabilidade pelo usuario (ICH; 2003; ANVISA, 2005).

Para que a integridade do produto seja mantida dentro do prazo de
validade estabelecido, sdo preconizados um conjunto de testes de estabilidade
gue visam compreender o comportamento da substancia frente a diferentes
condicBes de estabilidade como luz, temperatura, umidade e fatores ligados ao
proprio produto como propriedades quimicas e fisicas da substancia ativa, dos
excipientes, do produto farmacéutico, do processo de fabricacdo e material das
embalagens (ANVISA, 2005).

Existem diferentes estudos de estabilidade que tem por objetivo verificar
em diferentes escalas de tempo a degradacdo de um produto. Séo eles:
degradacéao forcada, estudo de estabilidade acelerada, de longa duracéo e de
acompanhamento. O estudo de degradacao forcada tem por objetivo acelerar a
degradacédo e/ou fisicas de um produto farmacéutico em condi¢cBes forcadas de
armazenamento (ICH, 2003; ANVISA, 2017).

Este capitulo tem por objetivo realizar um teste de estresse, onde a forma
farmacéutica sera colocada frente a condicbes extremas e objetiva demonstrar
a especificidade ao desenvolver um método indicativo de estabilidade, sobretudo
quando poucas informacdes estdo disponiveis sobre os possiveis produtos de
degradacédo. Este estudo fornece também informacbes sobre as rotas de

degradacgéo e dos produtos formados, que poderiam ser produzidos durante o
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armazenamento. Além disso um estudo de cinética de degradacdo da OMG em
meio oxidativo e fotolitico serd conduzido também com o objetivo de

conhecimento da velocidade de reagéo.
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5.2 STABILITY-INDICATING HPLC METHOD FOR ESTIMATION OF
OMARIGLIPTIN IN TABLETS — OXIDATIVE AND PHOTOLYTIC KINETICS AND
DEGRADATION PRODUCTS FORMED UNDER OXIDATIVE CONDITIONS

Artigo publicado

Microchemical Journal, v. 157, p. 105084, 2020.
https://doi.org/10.1016/j.microc.2020.105084
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STABILITY-INDICATING HPLC METHOD FOR ESTIMATION OF
OMARIGLIPTIN IN TABLETS — OXIDATIVE AND PHOTOLYTIC KINETICS
AND DEGRADATION PRODUCTS FORMED UNDER OXIDATIVE
CONDITIONS

Juliana Emanuelli¥*, Elfrides Eva Scherman Schapoval®

aPrograma de Pés-Graduacgao em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Rio Grande
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E-mail address: julianaemanuelli@gmail.com

ABSTRACT

After the development and validation of a stability indicating analytical method for
omarigliptin (OMG) using the HPLC method, a study of oxidative and photolytic
degradation kinetics and identification of the main degradation products obtained
after stress testing under oxidative conditions of this substance and the
degradation route, was proposed. The separations were performed using an
Agilent ZORBAX C8 250 x 4.6 mm column and the mobile phase consisted of
10puM phosphate buffer and methanol 45:55 (v / v) with 230nm wavelength
detection. The HPLC method was validated according to official guides. It showed
to be sensitive, accurate, precise, linear, robust and specific and was successfully
used to determine the drug in its pharmaceutical formulation, to investigate the
degradation kinetics of omarigliptin in the oxidative and photolytic medium and to
get to know the reaction rate. Mass spectrometry was useful to identify the main
degradation products and chemical analysis was used as a proposal to estimate

the degradation routes of OMG.

Keywords: omarigliptin, degradation kinetics, degradation products, HPLC
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6. Capitulo lll: Ensaio de dissolugdo para comprimidos de omarigliptina
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6. CAPITULO lIl: ENSAIO DE DISSOLUCAO PARA COMPRIMIDOS DE
OMARIGLIPTINA

6.1 Introdugéo

O desenvolvimento de um ensaio de dissolucdo com critérios de
aceitacdo adequados é uma parte essencial de qualquer estratégia de controle
de medicamentos (FLANAGAN et al., 2019). Além disso, é um teste chave de
controle de qualidade, vinculado a seguranca e eficacia, uma vez que a liberacdo
da forma farmacéutica, a solubilizacdo sob condices fisiolégicas e a
permeabilidade através de membranas séo fatores que podem limitar a absorcéo
de farmacos apés a administracdo oral de formas farmacéuticas (QURESHI et
al., 2006). Séao requisitos fundamentais também para assegurar a qualidade dos
diferentes lotes, no desenvolvimento de novos produtos e para quarantir a
gualidade apés mudancas no processo produtivo (SHARGEL et al., 2005).

A ANVISA recomenda que para os casos de desenvolvimento do
meétodo de dissolucéo, que o protocolo contemple as caracteristicas do insumo
farmaceutico ativo, a selecdo dos meios e das condicbes de dissolucdo, o
procedimento de amostragem, 0s ensaios e 0s métodos analiticos a serem
utilizados, pois nenhum objetivo do ensaio sera realizado se ndo apresentar no
minimo linearidade, exatiddo, precisdo, robustez e especificidade. Para se obter
a condicdo mais adequada e discriminativa, é indicado também realizar perfis de
dissolugdo comparativos (% farmaco dissolvido x tempo), conforme as
mudancas realizadas (ANVISA, 2019).

Existem varios fatores que afetam a velocidade de dissolucdo e devem
ser considerados quando se desenvolve o método. Relacionados a forma
farmaceutica pode-se considerar 0s excipientes presentes, referente ao farmaco,
solubilidade nos meios propostos, tamanho de particula, entre outros e
relacionados ao equipamento a agitacéo e velocidade. Com isso, a sele¢céo das
condicdes do teste devem ser planejadas objetivando a obtencdo do méaximo
poder discriminatorio e além de ser capaz de refletir as mudancas quando as
formulacdes sao alteradas ou nas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco
(QURESHI et al., 2006; AULTON, 2008).
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O presente trabalho objetivou desenvolver um ensaio para dissolucdo dos
comprimidos de OMG demonstrando pela primeira vez o perfil comportamental
dessa substancia em diferentes meios que abrangem o intervalo da faixa de pH
das condic0es fisiologicas do organismo. Na literatura encontrou-se apenas um
trabalho que desenvolveu um estudo da liberacdo in vitro de OMG em meio
contendo HCI 0,1N (AYOUB et al., 2018).
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6.2. NEW KNOWLEDGE FOR OMARIGLIPTIN TABLETS: DISSOLUTION
ASSAY — BEHAVIOR IN DIFFERENT MEDIA AND BIOPHARMACEUTICAL
CLASSIFICATION

Artigo a ser submetido
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NEW KNOWLEDGE FOR OMARIGLIPTIN TABLETS: DISSOLUTION ASSAY -
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ABSTRACT

Omarigliptin (OMG) is an active substance for the treatment of type 2 diabetes
and it is representing of the dipeptidyl peptidase IV inhibitors class, an important
enzyme in the regulation of blood glucose. It was launched on the Japanese
market in 2015 as a weekly dose innovation. The article purpose is to report the
results obtained after the OMG tablets solubilization in different media, to
evaluate the dissolution profile in the chosen media, in addition to validate the
proposed dissolution method. After solubility test, the dissolution assay was
conducted and a rapid process of tablets disintegration and dissolution was
observed in three media containing different pH selected, they were acid
hydrochloric 0.01M at pH 3.1, sodium acetate buffer at pH 4.5 and potassium
phosphate buffer at pH 6.7. The potassium phosphate buffer medium was chosen
to proceed with the dissolution method validation. With the profiles obtained in
the three tested media it was possible to conclude that the dissolution is very fast,
with 100% of the active substance dissolved in less than 10 for all tested media.
In addition, with the evaluation of the dissolution profile obtained in this work and
data available in the literature, it was possible to suggest the omarigliptin
biopharmaceutical classification. The proposed method was validated and
contained all the necessary parameters according to recommended by the official

guides.

Keywords: omarigliptin, dissolution assay, solubility, biopharmaceutical

classification, validation
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7. Capitulo IV: Desenvolvimento e comparacao de métodos analiticos para
guantificacao de omarigliptina em comprimidos
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7. CAPITULO IV: DESENVOLVIMENTO E COMPARACAO DE METODOS
ANALITICOS PARA QUANTIFICACAO DE OMARIGLIPTINA EM
COMPRIMIDOS

7.1 Introducgéo

Cada ano o consumo de medicamentos aumenta mais devido a
introducdo de novos farmacos no mercado e também ao acesso das pessoas
cada vez mais intenso, seja para o tratamento de doencas ou objetivando ter
mais qualidade de vida. Com isso cresce a necessidade de desenvolver métodos
analiticos eficazes e confiaveis para o controle de qualidade dos medicamentos
comercializados, tornando-se imprescindivel o desenvolvimento de rotinas de
andlises que, além de servirem para esse propoésito, sejam capazes de ser
eficientes e que gerem informacdes confiaveis (PARISOTTO et al., 2005).

Para que isso aconteca é necessario que a metodologia desenvolvida
passe por uma avaliagdo denominada validacdo. Essa avaliagdo proporciona
garantia que o método é adequado para a finalidade pretendida, ou seja, capaz
de determinar qualitativa e quantitativamente farmacos e outras substancias.
Parametros minimos como linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade,
robustez devem estar adequados e dentro das faixas limitantes preconizadas por
guias oficiais (BRASIL, 2017).

Diferentes metodologia e técnicas analiticas podem ser utilizadas na
identificacdo e quantificacdo de farmacos. Com a evolucdo das técnicas por
cromatografia, a cromatografia liquida de alta eficiéncia tornou-se uma das mais
utilizadas, porém outras técnicas podem ser exploradas com confiabilidade dos
resultados, principalmente quando ja se tem equipamentos disponiveis, ou
guando n&o se tem recursos para adquirir novas tecnologias.

O objetivo deste capitulo é desenvolver, validar e realizar um comparativo
entre dois diferentes métodos muito utilizados na analise de farmacos,
empregando como objeto de estudo deste trabalho, a substancia ativa
omarigliptina. Na literatura cientifica poucos métodos analiticos para
quantificacdo desta substancia na forma farmacéutica séo descritos, sendo que

a espectroscopia no ultravioleta € um método inédito a ser desenvolvida neste
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trabalho. Guias oficiais serdo utilizados para conducéo da validacdo do método
obtido.
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7.2 ECO-FRIENDLY FIRST-DERIVATIVE UV SPECTROSCOPY METHOD FOR
QUANTIFICATION OF OMARIGLIPTIN IN TABLETS: A COMPARATIVE
STUDY WITH HPLC METHOD

Artigo a ser submetido
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Abstract

Omarigliptina (OMG) is a dipeptidyl-peptidase 4 inhibitor developed for the type
2 diabetes mellitus management. A few analytical methods capable of quantifying
this drug in its pharmaceutical form are described. Therefore, the current study
was designed to develop derivative UV spectroscopic for OMG quantification in
its pharmaceutical dosage form. The spectroscopic technique was based on the
determination of first-order derivative UV spectra at zero crossing using water as
a solvent. The wavelength selected was 265nm. The method was validated in
accordance to official guideline and compared statistically with previously
validated HPLC method by Student’s t-test. Derivative UV spectroscopic
procedure showed good linearity at range concentration of 20-100 pg mL* with
a good detection and quantification limits. The proposed method was simple,
accurate, precise and robust. Statistical analysis showed no difference between
the methods analyzed. Therefore, derivative UV spectroscopy can be used as
ecofriendly method for regular quality control of OMG in pharmaceutical dosage

form.

KEYWORDS: Omarigliptin, Derivative UV  spectroscopy, Validation,

Quantification, Ecofriendly method
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8. Discussao Geral







8. DISCUSSAO GERAL

A caracterizagdo da substancia quimica de referéncia € uma etapa
importante dentro do desenvolvimento de metodologia analitica para
quantificacdo de farmacos, uma vez que confirma a autenticidade e qualidade
do padrao adquirido, na indisponibilidade de padrbes advindos de compéndios
oficiais, dando seguranca as analises de comparagcdo com as amostras
adquiridas para controle.

As principais técnicas reportadas na resolucdo de vigéncia para
caracterizacdo de substancias quimicas de referéncia foram devidamente
executadas. Em um conjunto das analises de caracterizacdo realizadas
confirma-se que o padrdo adquirido cumpre a sua identidade, teor e poténcia
declarados pelo fabricante (ANVISA, 2017).

A ANVISA admite o uso de Substancia Quimica de Referéncia
Caracterizada mediante a apresentacdo de relatério de caracterizacdo
conclusivo para o lote em estudo, incluindo as razdes técnicas para escolha dos
ensaios utilizados (ANVISA, 2017).

Em busca de conhecimento analitico, o conjunto de métodos
desenvolvidos nesse trabalho visa aprimorar e divulgar técnicas de controle de
gualidade bastante utilizadas na rotina para analise de medicamentos, com alto
potencial de suprimento da adesao a terapia para portadores da diabetes do tipo
2. A OMG, farmaco de estudo desse trabalho, h& pouco tempo esta no mercado
japonés e possui a vantagem em poténcia (10 vezes mais potente) e em adesao
a terapia medicamentosa (esquema posolégico semanal) quando comparada a
primeira gliptina comercializada, a sitagliptina (BIFTU, 2018).

O método indicativo de estabilidade validado com éxito para quantificacao
de OMG em comprimidos demonstrou um perfil de degradacédo potencial para
essa substancia uma vez que, quando submetida a varios fatores criticos de
estresse, foi capaz de separar os produtos de degradacao obtidos nos diferentes
meios. Uma patente com proposta de formulagado para comprimidos contendo
OMG relatou a sensibilidade desta molécula frente ao meio acido, basico e
oxidativo (COOPER, 2018). Em relacéo a cinética de degradacéo este trabalho
demonstra pela primeira vez a cinética de degradacdo da OMG nos meios

oxidativo e fotolitico, observando-se comportamento de ordem zero, ou seja, a

135



velocidade de reacado é independente da concentracdo da substancia reativa e
sim de outro fator como solubilidade ou absorcdo da luz em reacédo de
fotossensibilidade (NUDELMAN,1975, SFAIR et al., 2012).

A cinética da OMG em meio acido foi estudada por Attallah e
colaboradores (2019) e neste meio foi relatada como sendo de primeira ordem,
ou seja, a velocidade da reagcdo se torna proporcional a concentracdo do
reagente. Neste trabalho néo foi possivel obter a cinética em meio acido, embora
o resultado do cromatograma tenha demonstrado a presenca de um produto de
degradacéao. Diferentes concentrac6es de HCI foram testadas. A concentracéo
de 0,5M de HCI mostrou-se a mais adequada, possibilitando a identificacdo da
OMG e seu produto de degradacédo com resolugéo entre picos adequada, porém
a degradacdo ocorreu de maneira rapida e apenas no primeiro momento do
contato, ndo sendo possivel a obtencdo da cinética de degradacdo. A mesma
situacado relatada para o estresse em meio acido aconteceu em meio alcalino,
porém neste caso nao foi possivel visualizar o produto da degradacao.

Na pesquisa dos produtos de degradacédo majoritarios, o destaque foi ha
degradacdo oxidativa com a presenca de dois produtos obtidos e identificados
através de um método desenvolvido por LC-MS/MS. A rota de degradacao da
OMG foi proposta com base em conhecimentos quimicos de degradacao por
agentes oxidativos. O grupo sulfonamida presente na molécula € um grupo
suscetivel a ataques por agentes oxidativos (CALZA et al., 2004) e o nitrogénio
suscetivel a formacdo de n-6xidos (ALSANTE et al.,, 2001) o que justifica a
formacao dos dois produtos de degradacao obtidos.

No estudo de dissolucdo para comprimidos de OMG desenvolvido, foi
possivel escolher trés meios mais adequados para conducdo do teste de
dissolugéo. Os meios escolhidos contemplaram a faixa de pH determinada pela
ANVISA para a realizacao deste estudo. O pH &acido foi obtido utilizando HCI
0,01M, o pH intermediéario utilizando o tampao acetato de sodio e pH alcalino
utilizando o tampéao fosfato de potassio. Foi possivel observar que para as trés
condicbes testadas o comportamento de desintegracao/dissolugao foi
extremamente rapido com praticamente 100% de farmaco dissolvido em até 5
min para 0s meios acido e intermediario e em até 10min para o pH alcalino. Os
resultados encontrados estdo de acordo com os dados dos parametros

farmacocinéticos relatados em literatura que demonstram concentracao
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plasmatica maxima para OMG em uma faixa de 0,5 — 2 horas (XU et al., 2018).
A biodisponibilidade da OMG foi calculada em 87%, conforme Li et al. (2017).
Com esses dados foi possivel sugerir a classificacdo biofarmacéutica da OMG
como pertencente a classe | (alta solubilidade e alta permeabilidade), uma vez
gue a mesma néao foi relata em literatura ainda.

Um estudo de liberacéo in vitro em meio HCL 0,1N demonstrando também
a rapida liberacdo do farmaco neste meio, com 90% de farmaco dissolvido em
até 15min, foi desenvolvido, porém a quantificacdo do farmaco foi realizada por
espectrofluorimetria (AYOUB et al., 2018). O desenvolvimento deste ensaio
demonstra a dissolugédo dos comprimidos de OMG e sua solubilidade em meios
ainda nao relatados na literatura, com andlise das amostras feitas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢ao no ultravioleta.

O capitulo 1V traz um estudo contendo o desenvolvimento de um método
analitico por UV derivada para quantificacdo de OMG em comprimidos
objetivando o desenvolvimento de métodos com menores impactos ambientais,
utilizando a agua como solvente. Além disso, apds a validacdo do método o
mesmo foi comparado com o método por CLAE desenvolvido neste trabalho.

O método UV derivada foi escolhido devido a andlise classica mostrar a
interferéncia dos excipientes na analise. O comprimento de onda 265nm foi
selecionado através da analise do espectro de primeira derivada por ser o
comprimento de onda no qual a amplitude dos excipientes era nula.

Com a avaliagdo dos parametros necessarios dentro dos limites indicados
pelos guias oficiais, 0 método foi devidamente validado. Apés o mesmo foi
comparado estatisticamente por meio do teste t de Student com o método CLAE,
ndo apesentando diferenca significativa. Portanto, o método UV derivada
desenvolvido neste trabalho pode ser utilizado com seguranca e confiabilidade
na analise de OMG em comprimidos.
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9. Conclusdes







. CONCLUSOES

A SQR da OMG pode ser caracterizada através das técnicas de
espectrofotometria na regido do infravermelho e ultravioleta, ressonancia
magnética de hidrogénio e espectrometria de massa acompanhada das
técnicas complementares por DSC, ponto de fuséo e faixa de fuséo.

Um método indicativo de estabilidade foi desenvolvido e devidamente
validado apresentando linearidade na faixa determinada, especificidade,
exatiddo, precisdo e robustez e mostrou-se apropriado para a

determinacao quantitativa de OMG na sua forma farmacéutica.

A cinética de fotodegradacéo e oxidacdo da OMG obedeceu a cinética de
ordem zero, fato comprovado ap6s comparacdo dos coeficientes de
determinacao obtidos para cada modelo aplicado.

Foi possivel identificar através da técnica de espectrometria de massas
dois produtos de degradacdo oxidativos da omarigliptina, bem como

propor a rota de degradacdo dos mesmos.

Um estudo da dissolucdo dos comprimidos foi executado em trés meios
diferentes que contemplam a faixa de pH fisiolégico do organismo. Os
comprimidos de omarigliptina apresentaram um perfil de dissolucéo
extremamente rapido com 100% do ativo liberado em até 5 minutos para
os meios HCI 0,01M e tampao acetato de sédio e em até 10 minutos para

o tampéao fosfato de potassio.

Com base nos dados de biodisponibilidade da omarigliptina descritos na
literatura e avaliagcdo do perfil de dissolugcéo obtidos nesse estudo, foi
possivel sugerir a OMG como pertencente a classe | (alta solubilidade e
alta permeabilidade) do sistema de classificacdo biofarmacéutica.
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Foi possivel validar o teste de dissolucdo desenvolvido pela avaliagdo dos
parametros de seletividade, linearidade, precisdo exatiddo e os mesmos

ficaram dentro das faixas preconizadas pelos guias oficiais.

Foi possivel desenvolver um método por UV derivada objetivando
diminuicdo dos impactos ambientais por meio do uso de solvente nao
toxico. O meétodo foi devidamente validado, cumprindo os requisitos

especificados pelos guias oficiais.
O método por UV derivada pode ser comparado estatisticamente com o

método por CLAE ndo demonstrando ter diferenca significativa em

relacdo ao doseamento de omarigliptina nos comprimidos.
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