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RESUMO

A omarigliptina (OMG) € um novo antidiabético indicado para o tratamento de diabetes
tipo 2 em adultos com administracdo oral de 25 mg uma vez por semana. Para
assegurar sua seguranca e eficacia terapéutica, metodologias analiticas confidveis
devem ser desenvolvidas e aplicadas em seu controle de qualidade, além do estudo
de produtos de degradacédo. Nesse cenario, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
e validar um método indicativo de estabilidade por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLUE) para analise de OMG em sua forma farmacéutica. Além disso,
andlise por espectrometria de massas e ensaios de toxicidade foram executados em
amostras de OMG submetidas a degradacéao for¢cada para obtencdo das massas dos
produtos de degradacédo formados e avaliar seus potenciais efeitos citotdéxicos. O
desenvolvimento e otimizacdo do método por CLUE foi realizado aplicando a
abordagem do Analytical Quality by Design, onde os parametros criticos que afetavam
o método foram identificados e seu impacto sobre os atributos criticos de qualidade
foram avaliados através de planejamento experimental. A separacdo cromatogréafica
final foi realizada em coluna Waters Acquity UPLC® BEH C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 um),
com comprimento de onda em detec¢do de 230 nm, fase mével composta por tampéo
acetato de amoénio 10 mM pH 6,5 e metanol (68:32, v/v), vazéo de 0,22 mL/min a 40°C.
Amostras de OMG foram submetidas a degradacéo forcada e o método desenvolvido
foi capaz de separar e detectar sete picos de produtos de degradacdo. O método por
CLUE foi validado de acordo com as diretrizes oficiais, demonstrando ser seletivo,
linear, preciso, exato e sensivel, e pode ser empregado para a analise de rotina de
OMG em forma farmacéutica. A andlise por espectrometria de massas confirmou trés
massas de produtos de degradacéo previamente descritas e quatro novos produtos
foram identificados. A toxicidade da OMG e seus produtos de degradagdo foi
investigada pela primeira vez utilizando ensaios de citotoxicidade in vitro e a amostra
sob condicdo de estresse oxidativo apresentou citotoxicidade significativa, reforgcando
a importancia de estudos de seguranca. Diante do exposto, os resultados encontrados
neste trabalho contribuem para o monitoramento da qualidade e perfil de estabilidade
da OMG.

Palavras-chave: omarigliptina; quality by design; CLUE; citotoxicidade; produtos de

degradacgéo.






ABSTRACT

Omarigliptin (OMG) is a novel antidiabetic indicated for the treatment of type 2 diabetes
in adults with oral administration of 25 mg once a week. To ensure its safety and
therapeutic efficacy, reliable analytical methodologies must be developed and applied
in its quality control, as well as the study of degradation products. In this scenario, the
aim of this work was to develop and validate a stability-indicating ultra-fast liquid
chromatography (UFLC) method for the analyses of OMG in dosage form. In addition,
mass spectrometry analysis and toxicity assays were performed on OMG samples
subjected to forced degradation to obtain the masses of the degradation products
formed and evaluate their potential cytotoxic effects. The development and
optimization of the UFLC method was performed by applying the Analytical Quality by
Design approach, where the critical parameters affecting the method were identified
and their impact on critical quality attributes were evaluated through design of
experiments. The final chromatographic separation was performed using a Waters
Acquity UPLC® BEH C18 column (50 x 2.1 mm, 1.7 um) with detection wavelength at
230 nm, mobile phase composed of 10 mM ammonium acetate buffer pH 6.5 and
methanol (68:32, v/v), flow rate of 0.22 mL/min at 40°C. OMG samples were subjected
to forced degradation and the developed method was able to separate and detect
seven degradation products peaks. The developed UFLC method was validated
according to official guidelines, demonstrating to be selective, linear, precise, accurate
and sensitive, and can be employed for the routine analysis of OMG in dosage form.
Mass spectrometry analysis confirmed three previously described degradation product
masses and four new products were identified. The toxicity of OMG and its degradation
products was first investigated using in vitro cytotoxicity assays and the sample under
oxidative stress condition showed significant cytotoxicity, reinforcing the importance of
safety studies. Given the above, the results found in this work contribute to the
monitoring of the quality and stability profile of the OMG.

Keyword: omarigliptin; quality by design; UFLC; cytotoxicity; degradation products.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus é um grupo complexo de distirbios metabdlicos
caracterizados pela presenca de hiperglicemia na auséncia de um tratamento. O tipo
mais comum é o diabetes tipo 2 (DM2), responsavel por cerca de 90-95% dos casos.
Vérias opcdes farmacoldgicas estdo atualmente disponiveis para o tratamento da
hiperglicemia do DM2. A omarigliptina (OMG) faz parte da classe dos inibidores da
dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) e foi aprovada no Japéo, em 2015, para o tratamento
de DM2 em adultos, quando o paciente ndo obtém o controle glicémico adequado
somente com dieta e exercicio fisico (IDF, 2021; MARIZEV®, 2020).

O monitoramento da qualidade dos medicamentos deve ser realizado desde o
inicio da aquisicao dos insumos farmacéuticos até o produto acabado, incluindo o pés-
registro. Fatores ambientais como temperatura, umidade e luz, além de fatores
relacionados ao proprio produto, podem resultar em variacdes na qualidade do
medicamento, como a formacédo de produtos de degradacado, reducdo do teor do
farmaco e diminuicdo da eficicia da terapia medicamentosa (ASBERG et al., 2016;
BRASIL, 2015b; BRASIL, 2019; SILVA et al., 2009).

Por essa razdo, métodos analiticos indicativos de estabilidade s&o aplicados
no controle de qualidade para medir de forma confiavel o insumo ativo farmacéutico
sem interferéncia de seus produtos de degradacdo. A cromatografia liquida é uma
técnica analitica amplamente utilizada para o desenvolvimento de métodos indicativos
de estabilidade. Avangos nos sistemas cromatograficos possibilitaram o surgimento
da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), que oferece varias vantagens
como analises mais rapidas e reducao no consumo de solventes e amostras, seguindo
os principios da quimica verde (ASHOK, 2012; MALDANER, 2009; TALEUZZAMAN,
2015).

Atualmente, o desenvolvimento de métodos analiticos € amplamente realizado
pela abordagem de tentativa e erro, onde uma variavel é alterada por vez até que um
método adequado seja obtido. No entanto, este desenvolvimento fornece uma
compreensao limitada da capacidade e robustez do método analitico, além de
demandar alto tempo de testes e quantidades de solventes e amostras. Outra
estratégia que vem crescendo € o Quality by Design (QbD), uma abordagem

sistematica que pode ser aplicada ao desenvolvimento e otimizacdo de métodos



analiticos, na qual s&o utlizados objetivos pré-definidos, permitindo uma
compreensao racional do processo (ICH, 2009; ICH, 2022; SUMAN et al., 2016).

Aléem do desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade, outros
estudos podem ser realizados para adquirir mais informacdes acerca dos produtos de
degradacgéao formados. Destaca-se a espectrometria de massas, para obter as massas
dos produtos de degradacao formados e ensaios de toxicidade, que visam avaliar o
potencial destes produtos em causar efeitos nocivos (BRASIL, 2015b; JAIN;
BASNIWAL, 2013). GIORDANI e colaboradores (2019) ja relataram que a presenca
de impurezas pode aumentar a citotoxicidade de alguns inibidores da DPP-4,
ressaltando a importancia de estabelecer a seguranca dos produtos de degradacao
formados.

Até o presente momento, ndo ha meétodo analitico oficial descrito em
farmacopeias ou compéndios oficiais para a determinacdo de OMG, impurezas e seus
produtos de degradacdo. Na literatura existem poucos métodos relatados para
determinacdo de OMG em forma farmacéutica e investigacao dos seus produtos de
degradacdo (EMANUELLI, SCHAPOVAL, 2020; KELANI et al., 2022; TANTAWY et
al., 2021). Destes, nenhum utiliza a técnica de CLUE ou a abordagem do QbD para o
desenvolvimento do método e, portanto, ndo se beneficia de suas vantagens.
Também ndo foram encontrados estudos relatando a toxicidade dos produtos de
degradacéao formados de OMG.

Neste contexto, justifica-se o desenvolvimento e validacdo de novo método
analitico indicativo de estabilidade de OMG por CLUE, aplicando a abordagem do
QbD, e estudo de identificacdo e avaliacdo de toxicidade de seus produtos de
degradacédo. Desta forma, os novos estudos vém a contribuir com o monitoramento
das formula¢des farmacéuticas disponiveis para uso clinico e assegurar sua eficacia

terapéutica e seguranca.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar metodologia analitica indicativa de estabilidade por CLUE
para a caracterizagédo e determinagcdo de OMG na forma farmacéutica comprimidos
aplicando principios do QbD.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver um método indicativo de estabilidade por CLUE para quantificacao

de OMG na sua forma farmacéutica;

b) Aplicar os principios do QbD para o desenvolvimento e otimizagdo do método

analitico;

c) Validar o método proposto de acordo com guias oficiais e legislagédo vigente,
avaliando os parametros seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de
deteccao, limite de quantificacdo e robustez;

d) Realizar estudo de degradacdo forcada e identificar o(s) produto(s) de

degradacdo majoritario(s) através de espectrometria de massas;

e) Realizar estudo de toxicidade in vitro da OMG e seu(s) produto(s) de

degradacdo majoritario(s).






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus, usualmente conhecido como diabetes, € um grupo
complexo de disturbios metabdlicos, caracterizados pela presenca de hiperglicemia
na auséncia de um tratamento. Sua ocorréncia constitui uma das emergéncias de
saude global com crescimento mais rapido no século 21. Estima-se que haviam 537
milhdes de pessoas com diabetes em 2021, com perspectiva de alcancar 643 milhdes
em 2030 e 783 milhdes em 2045 (IDF, 2021).

Os sintomas caracteristicos apresentados pelo diabetes sdo sede, poliuria,
visdo turva e perda de peso. No entanto, devido ao ritmo lento de agravamento da
hiperglicemia, em alguns casos os sintomas podem ser leves ou ausentes, dificultando
o diagndstico. As complicacdes de longo prazo do diabetes sdo usualmente divididas
em microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e macrovasculares
(doencas cardiovasculares como infarto agudo do miocardio, acidente vascular
cerebral e doenca vascular periférica). Entretanto, se o controle adequado do diabetes
for alcancado, as complicacdes graves podem ser adiadas ou evitadas por completo
(WHO, 2019).

O DM2, responsavel por cerca de 90-95% dos casos, € uma doenca
progressiva, na qual a secrecao de insulina diminui ao longo do tempo, sendo causada
pela combinacédo de resisténcia a insulina, em grande parte devido a obesidade, e
secrecdo deficiente de insulina. A causa do defeito na secrecdo de insulina é
provavelmente multifatorial, mas geralmente é considerada metabdlica e nao
autoimune. Muitos fatores aumentam o risco de desenvolver DM2, incluindo idade,
obesidade, estilos de vida ndo saudaveis e diabetes gestacional anterior. A frequéncia
do DM2 também varia entre os diferentes subgrupos raciais e étnicos e apesar de ser
mais comum em adultos, um ndmero crescente de criancas e adolescentes também
sdo afetados. O diagnostico é baseado em valores de glicose plasmatica ou
hemoglobina glicada (HbAlc) (GENUTH et al., 2015; WHO, 2019).

O controle glicémico é decisivo para a prevencao das complicacées micro e
macrovasculares no diabetes. Grandes ensaios clinicos randomizados (UKPDS,
ADVANCE e DCCT) testaram a eficacia do controle glicémico intensivo, tanto no

diabetes tipo 1, como no DM2, e mostraram que a reducéo da HbAlc para abaixo de



7% promove diminui¢do dos desfechos microvasculares (SBD, 2020). Desta maneira,
além do seu uso no diagndstico, a HbAlc é comumente usada na prética clinica para
monitorar o controle glicémico, pois fornece uma medida da glicose plasmatica média
nas 8 a 12 semanas anteriores (WHO, 2020).

O tratamento ndo farmacoldgico é recomendado durante todas as fases do
diabetes para melhorar o controle glicémico. E aconselhado seguir um estilo de vida
gue inclua uma dieta saudavel e equilibrada, evitar o uso de tabaco e alcool, atividade
fisica regular e manutencéo do peso corporal saudavel. Atualmente, existe um grande
namero de opc¢des farmacoldgicas para tratar a hiperglicemia do DM2, com eficacia
demonstrada na reducéo da glicemia e com seguranca cardiovascular estabelecida.
Um esquema basico de tratamento farmacolégico pode ser observado na Figura 1
(SBD, 2022).

DM2 SEM COMPLICAGOES CARDIOVASCULARES OU RENAIS

TRATAMENTO INICIAL: PACIENTE ASSINTOMATICO PACIENTE SINTOMATICO

HbA1c <7,5% [l HbA1c 7,5% -9,0% HbA1c >9,0% HbA1c >9,0%
L 4 4 4

MONOTERAPIA: TERAPIA BASEADA
METFORMINA TERAPIA DUPLA: ;E"::C';l:l:ﬂ ::&P}:b e
METFORMINA + AD ou terapia baseada em insulina
Se, apbs 3m,
HbA1C > 7% = 3

Se HbA1c apés 3m,
‘ acima da met:}: Gunrao o A
juando clinicamente

INTENSIFICACAO ostivel TERAPIA
DUPLA com MET+AD,

TERAPIA TRIPLA: deve ser considerada

METFORMINA + 2 AD
ou TERAPIA BASEADA em INSULINA

Se HbA1c apoés 3m
acima da meta:
INTENSIFICAGCAO

TERAPIA QUADRUPLA:

METFORMINA + 3 AD

ou TERAPIA BASEADA em INSULINA AD: Antidiabético

Figura 1 - Tratamento farmacoldgico recomendado para pacientes com DM2 (Adaptada de: SBD,
2020).

A metformina é o agente de primeira linha de escolha para o tratamento do
DM2, dada sua eficacia e seguranca, baixa incidéncia de hipoglicemia e baixo custo.
J& para a terapia dupla, tripla ou quadrupla com metformina existem diversas classes
de medicamentos orais e/ou injetaveis que podem ser combinadas, com diferentes

mecanismos de acado, vantagens, efeitos adversos e contraindicacoes. As classes
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sdo: agonistas do receptor do peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1); inibidores
do cotransportador sddio-glicose; inibidores da DPP4; sulfonilureias, pioglitazona,
inibidores da alfa-glicosidase e glinidas. A aplicacéo de insulina pode ser necessaria
quando os medicamentos orais ndo conseguirem atingir o controle glicémico. E
recomendado que a decisdo do uso dos agentes antidiabéticos seja individualizada,
considerando: eficacia,; risco de hipoglicemia; protecéo cardiovascular; protecao renal;
efeito sobre o peso; tolerabilidade; custo; potenciais efeitos adversos e preferéncia do
paciente (SBD, 2022).

3.2. OMARIGLIPTINA

Ha cerca de 20 anos, a classe dos inibidores da DPP-4, também chamadas de
gliptinas, foi introduzida como uma nova alternativa de tratamento para o DM2 com a
finalidade de prolongar a atividade das incretinas. Desde entdo, a classe vem
crescendo e ja esta presente nas diretrizes e guias nacionais e internacionais de
tratamento de DM2 (HUSSAIN et al., 2019). Comparado com outros agentes
antidiabéticos orais, os inibidores da DPP-4 induzem um efeito mais gradual na
reducdo dos niveis de glicose e possuem um perfil de seguranca favoravel, podendo
serem utilizados em pacientes idosos e na presenca de insuficiéncia renal leve, sem
necessidade de ajuste de dose. Esta classe exerce um efeito neutro sobre o peso
corporal e, por estimularem a secrecdo de insulina de forma dependente da glicose,
nao causam hipoglicemia por si mesmas (SESTI et al. 2019). Atualmente, existem no
Brasil 6 inibidores da DPP-4 aprovados, séo eles: sitagliptina (2006), vildagliptina
(2007); saxagliptina (2009); linagliptina (2011); alogliptina (2013); e evogliptina (2021)
(ANVISA, 2022).

Em 2010, a Merck, denominada Merck Sharp & Dohme fora dos Estados
Unidos e Canada, iniciou os primeiros ensaios clinicos da OMG, um novo inibidor da
DPP-4 com o diferencial de possuir administracdo oral uma vez por semana, 0 que
pode favorecer a aderéncia ao tratamento. Em 2015, foi aprovada para uso pela
Agéncia Japonesa de Produtos Farmacéuticos e Dispositivos Médicos para o
tratamento de DM2 em adultos, com nome comercial Marizev®. Embora disponivel
para uso clinico no Japédo, a empresa decidiu mais tarde, por raz6es comerciais, hao

submeter 0 processo para aprovagao em outros locais (BURNESS, 2015).
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A OMG é uma potente gliptina que inibe com alta seletividade a enzima DPP-
4. A DPP-4 é a enzima responséavel pela rapida degradacdo de horménios incretinas
enddgenos, como o polipeptideo insulinotropico dependente de glicose e o GLP-1.
Ambas as incretinas séo liberadas do trato gastrointestinal em resposta a ingestéo de
nutrientes e estimulam a secrecdo de insulina pelas células B pancreaticas.
Entretanto, até o0 momento, acredita-se que o principal agente do efeito terapéutico
dos inibidores da DPP4 seja o GLP-1. Este também origina outros eventos
importantes como a supressdo da secrecdo de glucagon, o armazenamento de
glicogénio e retardo no esvaziamento gastrico. Portanto, a inibicdo da DPP-4 aumenta
os niveis de GLP-1, promove a secrecao de insulina e reduz os niveis de glicose no
plasma, contribuindo no tratamento da DM2 (Figura 2) (DEACON, 2020; MULVIHILL;
DRUCKER, 2014; THORNBERRY; GALLWITZ, 2009).
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Figura 2- Mecanismo de a¢éo GLP-1 (DEACON, 2020).

A OMG ¢ indicada para tratamento da DM2 em adultos quando o paciente ndo
consegue obter o controle glicémico adequado somente com a dieta e exercicio fisico.
Possui apresentacao farmacéutica de 12,5 e 25 mg em comprimido revestido branco
em forma de améndoa. Sua dose recomendada é de 25 mg por via oral uma vez por

semana, ou 12,5 mg por via oral uma vez por semana em pacientes com disfuncao
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renal grave, insuficiéncia renal terminal ou que requerem hemodialise ou didlise
peritoneal (MARIZEV®, 2020).

E rapidamente absorvida apés administrac&o oral, atingindo sua concentracéo
plasmatica maxima de 750 nmol/L, em aproximadamente, 1 hora apés a ingestao e
atingindo o estado estacionario na segunda semana de administracdo. E excretada
principalmente pelos rins como farmaco inalterado, sendo que a filtragdo glomerular e
a reabsorcéo estdo envolvidas na excrecdo. Suas principais reacdes adversas sao
hipoglicemia, penfigoide, pancreatite aguda e obstrucdo intestinal. E contraindicada
para pacientes com hipersensibilidade aos componentes do medicamento, pacientes
com cetose grave, coma diabético ou pré-coma, diabetes tipo 1, pacientes com
infeccbes graves que requerem controle glicémico com insulina e pacientes com
trauma grave antes e apos cirurgia (BURNESS, 2015; MARIZEV®, 2020).

Possui nome quimico (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, registo CAS
1226781-44-7, formula quimica Ci7H20F2N4O3S, massa molecular de 398,43 g/mol,
absorcdo maxima aproximada de 230 nm e valores de pKa 3,5 e 7,1 (Figura 3). E
soluvel em etanol, dimetilsulféxido e dimetilformamida e pouco sollvel em acetonitrila,
metanol, acetato de isopropila e agua (BIFTU et al., 2014; MARIZEV®, 2020).
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Figura 3 - Estrutura quimica OMG (MARIZEV®, 2020).

3.3. ESTABILIDADE DE MEDICAMENTOS

Os produtos farmacéuticos podem sofrer influéncia de fatores ambientais, tais
como temperatura, umidade e luz, de fatores relacionados ao proprio produto como
as propriedades fisicas e quimicas do insumo ativo farmacéutico (IFA) e excipientes

farmacéuticos, aléem de fatores como forma farmacéutica, processo de fabricagéo, tipo
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e propriedades dos materiais de embalagem. Estas influéncias podem resultar em
variagdes na qualidade do IFA e do medicamento em funcdo do tempo, como a
formacéao de produtos de degradacéo, reducéo do teor do farmaco, alteracdo no perfil
de liberacdo e diminuicdo da eficacia da terapia medicamentosa. A vista disso, 0s
estudos de estabilidade sédo um conjunto de testes projetados para obter informagdes
sobre a variagcédo da qualidade de um IFA ou medicamento diante da influéncia dos
fatores citados anteriormente (BRASIL, 2015b; BRASIL, 2019).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA) classifica os
estudos de estabilidade em: acelerado; de acompanhamento; de longa durag&o; em
uso; reduzido e de fotoestabilidade. O estudo de estabilidade acelerado avalia
possiveis alteracdes fisicas, quimicas e microbioldgicas de IFA ou medicamento, em
condi¢cBes forcadas de armazenamento, visando auxiliar na determinacdo dos seus
prazos de validade e avaliar o efeito de curtas excursdes fora dos cuidados de
conservacao preconizados. Ja o estudo de estabilidade de longa duracao verifica as
caracteristicas fisicas, quimicas e microbiolégicas de IFA ou medicamento nas
condi¢cBes de armazenamento e prazo de validade propostos (BRASIL, 2019).

Produtos de degradacéo sao impurezas resultantes de alteracdes quimicas que
surgem durante a fabricagcdo ou armazenamento do medicamento. Apesar de serem
encontrados durante os estudos de estabilidade de longa duracdo e/ou acelerado,
estes estudos ndo sao utilizados para a finalidade de determina-los, pois, em geral, a
degradacéao que ocorre € pequena, nao fornecendo resultados confiaveis. Para prover
uma degradacdo em maior escala € necessario expor o IFA ou medicamento em
condicbes mais extremas do que as praticadas no estudo de estabilidade de longa
duracéo, ou seja, realizar o estudo de degradacao forcada (BRASIL, 2015b).

Segundo a RDC n° 53/2015 da ANVISA, os estudos de degradacao forcada
permitem a geracao de produtos de degradagédo por meio da exposi¢cao do insumo
farmacéutico ativo e produto acabado a condi¢cdes de estresse, como por exemplo,
luz, temperatura, calor, umidade, hidrélise &cida/ basica e oxidacao, entre outras. Este
estudo permite o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade com
especificidade e seletividade adequada, bem como fornece informacgdes acerca das
possiveis rotas de degradacdo de um determinado produto (BRASIL, 2015).

Destaca-se que geralmente aparecem mais produtos de degradagao no estudo

de degradacéao forcada do que no estudo de estabilidade. Portanto, o perfil do estudo
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de degradacgdo forgada é maior que o perfil de degradagao “real’, podendo ser
chamado de perfil de degradagéao “potencial”. O perfil de degradacéo “potencial” pode
ser diferente do “real” qualitativamente e/ou quantitativamente, mas do ponto de vista
qualitativo o perfil “real” esta contido no perfil “potencial”’, conforme observado na
Figura 4 (BRASIL, 2015b).

Perfil de degradagdo

“potencial”
(degradagdo
forgada)

Perfil de degradagdo
da estabilidade
acelerada

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

Figura 4 — Perfil de degradacéo real e potencial (BRASIL, 2015b).

A escolha das condi¢Bes de estresse utilizadas nos estudos de degradacao
forcada, como reagentes, concentragdo, tempo de exposicdo, temperatura, entre
outros, ird depender das caracteristicas do produto. Abaixo seguem recomendacdes
gerais de escolha.

Para os estudos de hidrdlise de degradacao forcada, sugere-se utilizar como
reagente acido cloridrico ou acido sulfarico 0,1-1 M para a hidrélise acida, e hidroxido
de sodio ou hidroxido de potassio 0,1-1 M para a hidrélise basica. O teste €&
normalmente iniciado em temperatura ambiente e, se ndo houver degradacéo, pode-
se aumentar a temperatura para 50-70 °C. Apdés o teste, a amostra deve ser
neutralizada usando &cido, base ou tampao adequados, evitando mais decomposic¢ao
(ALSANTE et al., 2007; BLESSY et al., 2014; BRASIL, 2015b; SINGH et al., 2018).

O peroxido de hidrogénio a 0,1-3% € amplamente usado para a oxidacdo em
estudos de degradacéao forcada, mas outros agentes oxidantes, como ions metalicos,

oxigénio e iniciadores de radicais também podem ser usados. Além disso, a amostra
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também pode ser aquecida para acelerar a degradacdo (ALSANTE et al., 2007,
BLESSY et al., 2014; BRASIL, 2015b; SINGH et al., 2018).

Os estudos de degradacédo térmica podem ser por calor seco (aquecimento)
e/ou calor umido (umidade). Amostras em estado solido devem ser expostas ao calor
seco e Uumido, enquanto os liquidos e semissolidos de base aquosa devem ser
expostos somente ao calor seco. Os testes sédo conduzidos normalmente a 40-80 °C
e o efeito da temperatura na degradacdo térmica de uma substancia pode ser
estudado atravées da equacéao de Arrhenius (BLESSY et al., 2014; BRASIL, 2015b).

Para a fotdlise, as exposi¢cdes recomendadas séo: iluminagéo geral ndo inferior
a 1,2 milhdes de lux horas; energia ultravioleta proxima integrada néo inferior a 200
W-h/m?; e comprimento de onda de luz na faixa de 300-800 nm. Para amostras em
solucdo, recomenda-se utilizar acetonitrila como co-solvente de escolha, pois o
metanol pode produzir mais artefatos a partir de radicais metoxi (ALSANTE et al.,
2007; BLESSY et al., 2014; BRASIL, 2015b; SINGH et al., 2018).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de
diodos é a principal técnica recomendada e utilizada para o desenvolvimento de
métodos indicativos de estabilidade. Outros detectores e técnicas podem auxiliar na
elucidacdo das estruturas quimicas dos produtos de degradacdo estudados,
destacando-se espectrometria de massas (EM), ressonancia magnética nuclear e
espectroscopia no infravermelho (IV) (BRASIL, 2015b; JAIN; BASNIWAL, 2013).

Ao longo dos anos, devido a necessidade de andlises mais rapidas e eficientes,
foi desenvolvido a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), um sistema
adaptado que utiliza colunas cromatograficas com tamanho de particulas de
empacotamento menores do que as da CLAE (3,5 - 5 ym). De maneira geral, as
vantagens da CLUE sobre a CLAE sao a analise mais rapida sem o comprometimento
do desempenho cromatografico e menor consumo de solvente, reagente e amostra,
contribuindo para a reducéo de residuos gerados (ASHOK, 2012; MALDANER, 2009;
TALEUZZAMAN, 2015).

3.4. QUALITY BY DESIGN

Atualmente, o desenvolvimento de métodos cromatograficos € amplamente

realizado pela abordagem de tentativa e erro, onde uma variavel é alterada de cada
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vez até que um método adequado seja obtido. No entanto, este desenvolvimento
fornece uma compreenséo limitada da capacidade e robustez do método analitico.
Outra estratégia que vem crescendo desde a sua introducédo no guia do Conselho
Internacional de Harmonizacéo (ICH) Q8, € o QbD, uma abordagem sisteméatica para
0 desenvolvimento farmacéutico que utiliza objetivos predefinidos e permite uma
compreensdao completa dos fatores criticos envolvidos. Quando aplicado ao
desenvolvimento e otimizacdo de métodos analiticos, alguns autores se referem ao
QbD como Analytical Quality by Design (AQbD) (ICH, 2009; ICH, 2022; SUMAN et al.,
2016).

O AQDbD se inicia com a definicdo do Analytical Target Profile (ATP), ou seja,
um detalhamento do objetivo do método analitico com seus requisitos de qualidade.
De maneira geral, o ATP pode ser estabelecido através da identificacdo do alvo que
sera medido (como IFA ou medicamento), da condicdo da amostra (como forma
farmacéutica), da finalidade da medicao (como estudo de estabilidade) e dos critérios
de qualidade exigidos (como exatiddo e precisdo). Baseado nas necessidades e
intencbes do ATP, a técnica analitica adequada é selecionada e realizado o Scouting,
onde o conhecimento prévio é reunido e experimentos preliminares sdo realizados
(BHUTANI et al., 2014; FUKUDA et al., 2018).

Em seguida, sao definidos os atributos criticos de qualidade (CQAS), atributos
considerados criticos na técnica analitica escolhida. Também podem ser chamados
de fatores dependentes ou respostas, e serdo diretamente correlacionados a uma
representacdo matematica da qualidade do desempenho do método. Seus valores
devem permanecer dentro de limites e/ou intervalos adequados para garantir a
qualidade desejada. Exemplos de CQAs na cromatografia liquida incluem tempo de
retencdo, tempo total de andlise, area, fator de cauda, fator de capacidade, presséo
do sistema, resolucdo do pico, nimero de pratos, entre outros (DEIDDA et al., 2018).

A avaliacdo de risco € um processo sistematico de organizacéo de informacdes
que permite discriminar as fontes de variagdo/riscos de um sistema para apoiar a
tomada de decisdo. Durante esta etapa, os parametros criticos do método (CMPs) sédo
investigados e identificados. Eles sdo os parametros criticos que influenciam um ou
mais CQAs estabelecidos anteriormente e, consequentemente, afetam o desempenho
do método analico. Os CMPs também podem ser chamados de fatores independentes

ou variaveis. Alguns exemplos séo taxa de vazéao, temperatura do forno da coluna,
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composicédo da fase mével, pH do tampdo, tipo ou natureza de fase estacionaria, entre
outros. A investigacdo dos CMPs é fundamental para fornecer uma compreensao
baseada na ciéncia e avaliar o risco. Entre as ferramentes utilizadas na avaliacdo de
risco, destaca-se o diagrama de Ishikawa (espinha de peixe), amplamente utilizado
pois permite identificar e classificar as principais fontes de risco de forma simples e
eficaz (DEIDDA et al., 2018; FUKUDA et al., 2018).

A proxima etapa é desenvolver o método analitico compreendendo e avaliando
os impactos dos CMPs sobre os CQAs, onde planejamento experimental (DoE) &
amplamente aplicado. O DoE é uma ferramenta estruturada e econdmica utilizada
para determinar as relagbes entre fatores independentes que afetam um ou mais
fatores dependentes através do estabelecimento de modelos matematicos. Com base
no objetivo dos experimentos, o DoE pode ser utilizado em etapas de triagem ou
otimizacdo do método (BHUTANI et al., 2014; FUKUDA et al., 2018; PARK et al.,
2022).

A etapa de triagem pode ser empregada para investigar todos os CMPs
estabelecidos na avaliacdo de risco. Esta triagem permite identificar os fatores
independentes que ndo sao influentes e fixar seus valores, reduzindo o nimero de
CMPs a serem estudados posteriormente na fase de otimizagdo. CMPs qualitativos,
como por exemplo fase estacionaria e fase mével em cromatografia, sdo geralmente
estudados nesta etapa. Além disso, € possivel estreitar e/ou mover a faixa de valores
dos fatores independentes que se mostrarem relevantes de acordo com os resultados
observados. DoE de dois niveis como Full Factorial, Fractional Factorial e Plackett-
Burman séo frequentemente utilizados na triagem, pois permitem estudar um grande
namero de fatores independentes com um numero reduzido de experimentos
(DEIDDA et al., 2018; FUKUDA et al., 2018; SAHU et al., 2018).

A fase de otimizagéo investiga os CMPs selecionados com base nos resultados
da triagem ou diretamente da avaliagdo de risco. Uma das limitacdes dos
delineamentos de triagem é permitir apenas modelar a superficie de resposta de 12
ordem (linear), pois usualmente possuem apenas dois niveis para cada CMP. Em
etapas de otimizacdo, geralmente sdo aplicados delineamentos de 3 a 5 niveis para
cada CMP, o que permite modelar a superficie de resposta de 22 ordem (quadratica).
Desta maneira, se obtem um modelo de regressao preditivo, e além de graficos

bidimensionais (contour plots), também € possivel estabelecer gréaficos
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tridimensionais (superficies de resposta) para interpretar os resultados. DoE
simétricos como Full Factorial de trés niveis, Central Composite, Box-Behnken,
Taguchi e Doehlert sdo usualmente utilizados nesta etapa. Quando o niumero de
CMPs a serem estudados € alto, o DoE assimétrico D-optimal pode ser empregado
para reduzir o nUmero de experimentos usando o critério matematico de D-optimality.
Em todos os DoEs, repeticdes no ponto central e/ou em cada experimento devem ser
realizadas para obter uma estimativa da variancia experimental, necessaria para
estimar a validade do modelo por analise de variancia (ANOVA) (DEIDDA et al., 2018;
FUKUDA et al., 2018).

A partir dos resultados do DoE de otimizacdo, obtém-se o Method Operable
Design Region (MODR), também chamado de Design Space. O MODR pode ser
considerado como uma regido ou zona de robustez onde a qualidade do desempenho
do método € garantida em cada ponto com um nivel de probabilidade especificado. O
MODR é estabelecido com base nas interac6es entre CMPs e CQAs, onde quanto
maior o MODR, mais robusto é o método em relagdo ao cumprimento dos requisitos
dos CQAs. Mover os valores dos CMPs dentro do MODR nao é considerado uma
modificacdo de método analitico sujeita a notificacdo, o que garante flexibilidade
regulatéria. Sendo assim, o ponto de trabalho (dentro do MODR) pode ser escolhido
pelo analista com base em tempo de analise, custo, quantidade de solvente, critérios
estatisticos de maior probabilidade de cumprir os requisitos, entre outros (BHUTANI
et al., 2014; DEIDDA et al., 2018; ICH, 2022; PARK et al., 2022).

Por fim, o método analitico deve ser validado seguindo os parametros
normativos de validacdo e realizado o controle do método, onde sdo definidas
estratégias de controle adequadas para garantir o desempenho e a qualidade do
procedimento analitico. O controle do método é estabelecido baseado nos dados
coletados durante a avaliacdo de risco, DoE e validacdo do método, e pode incluir
parametros especificos a serem controlados e/ou testes de adequabilidade do sistema
(PARK et al., 2022).

Diversos estudos relatados na literatura constatam o alto grau de aplicabilidade
e vantagens da abordagem AQDbD no desenvolvimento de métodos analiticos
(BANDOPADHYAY et al., 2020; GKOUNTANAS et al., 2022; GURRALA et al., 2022;
NAYAK et al., 2021; STAJIC et al., 2021). Além disso, o AQbD pode ser um diferencial

no desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade e estudos de produtos de
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degradagdo e/ou impurezas, onde a resolucdo entre 0s picos pode ser
frequentemente um parametro critico (ELLWANGER et al., 2020; HUBERT et al.,
2014; OLEGARIO et al., 2023; SUMAN et al., 2016; PASQUINI et al., 2020; PERAMAN
et al., 2015; WINGERT et al., 2018). Abaixo, sédo detalhados trés destes trabalhos.

Wingert et al. (2018) aplicaram a abordagem AQbD para otimizar um método
indicativo de estabilidade para determinacdo de ticagrelor e seus produtos de
degradacao na presenca de impurezas de sintese. Os CMPs (percentual de solvente
organico, temperatura do forno, fluxo e pH e concentracdo do tampao) foram
otimizados utilizando os DoEs Fractional Factorial Resolution V e Central Composite
Face com base nas respostas e interacdes obtidas para os CQAs (resolucao, tempo

de analise, fator de retencdo e a pressdo maxima do sistema).

Pasquini e colaboradores (2020) desenvolveram um método por LC-EM para a
determinacao de nintedanibe e suas impurezas aplicando os principios do AQbD. O
ATP do método foi definido como a determinacdo simultanea precisa do composto
principal nintedanibe e suas sete potenciais impurezas em um curto tempo de analise,
e foi baseado na obtencé&o de uma seletividade adequada entre o IFA e os picos de
impurezas adjacentes. DoEs foram aplicados para investigar a influéncia dos CMPs
(fluxo, temperatura do forno, percentual de acido féormico, tipo de solvente organico,
gradiente do solvente organico) sobre os CQAs (tempo de analise, tempo de retencao
e resolugéo).

Olegario et al. (2023) desenvolveram e validaram um método analitico capaz
de separar e quantificar a S-Rivaroxabana (S-RIV), que apresenta atividade
farmacolégica, e sua impureza enantiomérica R-Rivaroxabana (R-RIV). Com a
aplicacdo do QbD, os autores conseguiram identificar e avaliar os parametros mais
criticos para o método e assim definir as condicdes ideais. Os CQAs foram definidos

como resolucao, tempo de analise, simetria e nUmero de pratos.

3.5. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

ApoOs o desenvolvimento de novos métodos analiticos como, por exemplo, os
métodos indicativos de estabilidade, a validagdo é necessaria para garantir a

reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados, assegurando que o método é
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adequado para a finalidade pretendida (SHABIR, 2003). Procedimentos para
validacdo de métodos analiticos encontram-se disponiveis em guias oficiais e
legislacdo vigente que descrevem os principais parametros a serem avaliados durante
a validacdo, entre eles: seletividade; linearidade; precisdo; exatidao; limite de
deteccao; limite de quantificacdo; e robustez (BRASIL, 2017; ICH, 2005; FDA, 2015).

A seletividade do método analitico € a capacidade de avaliar, inequivocamente,
0 analito de interesse na presenca de componentes que podem estar presentes na
amostra, como impurezas, diluentes, excipientes e componentes da matriz. Uma
maneira de se avaliar a seletividade € através da comprovacdo da pureza
cromatografica do sinal do analito (BRASIL, 2017).

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade
de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracao de um analito
em uma amostra. Para determinacdo da linearidade, deve-se realizar uma curva
analitica com no minimo 5 pontos, ou seja, 5 concentracfes diferentes, preparadas
de maneira independente. Além da representacdo grafica da curva analitica, é
necessario avaliar alguns dados, como: grafico de dispersédo dos residuos; equacéo
da reta de regressdo de y em X; associacdo linear entre as variaveis por meio do
coeficiente de correlacdo (r) e de determinagcdo; e avaliagcdo da significancia do
coeficiente angular. O coeficiente r permite uma estimativa da qualidade da curva
obtida, pois quanto mais préximo de 1, menor a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regresséo estimados. A partir
dos estudos de linearidade, a faixa de trabalho é estabelecida conforme a aplicacédo
pretendida (BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004).

A precisao representa a dispersado de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condicdes
definidas. Deve ser expressa pelo desvio padréo relativo e € considerada em trés
niveis diferentes: repetibilidade; precisdo intermediaria; e reprodutibilidade. A
repetibilidade avalia as amostras sob as mesmas condi¢cdes de operagcdo, mesmo
analista e mesma instrumentagdo em uma unica corrida analitica. Deve-se utilizar no
minimo 9 determinacdes contemplando o intervalo linear do método analitico (3 niveis
com 3 repeticdes cada) ou a partir de no minimo 6 repeti¢cdes a 100% da concentracao
do teste. A precisdo intermediaria expressa a proximidade entre os resultados obtidos

da andlise de uma mesma amostra, no mesmo laboratério, em pelo menos dois dias
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diferentes, e realizada por operadores distintos. Deve contemplar as mesmas
concentragcbes e o0 mesmo numero de determinagBes descritas na avaliacdo da
repetibilidade. Ja a reprodutibilidade deve ser obtida por meio da proximidade dos
resultados obtidos em laboratorios diferentes. E aplicavel em estudos de colaboracéo
entre laboratorios e na padronizacédo de procedimentos analiticos a serem incluidos
em compéndios oficiais, mediante testes estatisticos adequados (BRASIL, 2017,
RIBANI et al., 2004).

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado método e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. As amostras para avaliacdo da exatiddo devem ser preparadas de
maneira independente e deve-se utilizar no minimo 9 determinac¢des contemplando o
intervalo linear do método analitico (3 niveis com 3 repeticdes cada). A escolha da
abordagem para determinacdo da exatiddo € realizada de acordo com o método
analitico em estudo, como por exemplo: materiais de referéncia; comparacdo de
meétodos; ensaios de recuperacao; e adicdo padrédo (BRASIL, 2017).

O limite de deteccéao (LD) representa a menor concentracao da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob as
condicdes experimentais estabelecidas. O LD pode ser determinado de trés maneiras
diferentes: método visual; método razao sinal-ruido (razdo maior ou igual a 2:1); ou
método baseado em parametros da curva analitica. O limite de quantificacdo (LQ)
representa a menor concentracao da substancia em exame que pode ser medida sob
as condi¢cBes experimentais estabelecidas. Os mesmos métodos de LD podem ser
adotados para o LQ, porém a razdo deve ser maior ou igual a 10:1 para o método
razao sinal-ruido (BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004).

A robustez indica a capacidade do método analitico em resistir a pequenas e
deliberadas variacdes das condi¢cbes analiticas. A robustez de um método
cromatografico pode ser avaliada pela variacdo de parametros como a concentragao
do solvente organico na fase movel, pH da fase mével, temperatura da coluna, etc. As
mudancas introduzidas refletem possiveis alteracdes que podem acontecer quando
um método € transferido para outros laboratorios, analistas ou equipamentos
(BRASIL, 2017).

Além dos itens mencionados acima, a adequabilidade do sistema deve ser

monitorada durante as analises. A adequabilidade do sistema ou “system suitability” &
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um conjunto de testes, definidos durante o desenvolvimento e validacdo do método,
que demonstra que o sistema utilizado para a andlise esta apto para o uso pretendido
e que é capaz de fornecer dados de qualidade aceitavel. Os principais parametros
avaliados sao: fator de retencao (k’), resolucéo, fator de cauda e numero de pratos
(BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004).

3.6. METODOS ANALITICOS OMG

Alguns grupos de pesquisa, desenvolveram diferentes métodos para
guantificacdo de OMG e investigaram seus produtos de degradacao. Entretanto,
atualmente, ndo existe nenhum método analitico oficial descrito em farmacopeias ou
compéndios oficiais para determinacdo de OMG, suas impurezas e seus produtos de
degradacéo.

Wang et al. (2021) desenvolveram um método por CLAE-EM/EM para
guantificacdo simultanea de OMG e pioglitazona em plasma de ratos. Utilizaram uma
coluna Exsil Mono C18 (2,0 x 50 mm, 3 ym) mantida a 30 °C e solucdo aquosa de
acido férmico 0,02% (A) e metanol:acetonitrila 1:1 (B) como fase mdvel, com elui¢éo
gradiente com taxa de vazéo de 0,3 mL/min. Usou-se modo de ionizag&o positiva com
fonte de ions de electrospray, e, apos validado, o método foi aplicado ao estudo
farmacocinético da pioglitazona combinada com OMG em ratos. Outros métodos CL-
EM/EM também foram aplicados para a quantificacdo de OMG em plasma e/ou urina
em estudos de farmacocinética e farmacodindmica de OMG (ADDY et al., 2016;
BIFTU et al., 2014, Ll et al., 2017).

Ayoub et al. (2018) desenvolveram um método espectrofluorimétrico
aprimorado de micela para determinacdo de OMG em forma farmacéutica, baseado
em seu comportamento de fluorescéncia nativa. O DoE de Plackett-Burman foi
utilizado para investigar as condi¢des ideais do método e testes de uniformidade de
conteudo e liberagdo in vitro também foram realizados. Os autores também
aprimoraram uma técnica de extracdo de OMG em plasma humano e investigaram o
reposicionamento da OMG como agente neuroprotetor (AYOUB et al.,, 2021;
MOWAKA et al., 2020).

Além disso, o grupo de pesquisa desenvolveu um método por cromatografia

liquida para analise simultdnea de OMG, trelagliptina (TRE) e alogliptina (ALO) em
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plasma. O método proposto foi aplicado com sucesso para analise simultdnea de TRE
e ALO, contudo, teve interferéncia para a OMG. Diante disso, o grupo aplicou
separadamente o mesmo meétodo em amostras de IFA OMG e realizou um estudo
comparativo de trés diferentes fases estacionarias. A cinética de degradacédo em meio
acido também foi estudada utilizando HCI 2 M em diferentes intervalos de tempo (5,
10, 15, 20 e 25 min) e em diferentes temperaturas (60, 70 e 80 °C). A separacao
cromatografica foi obtida com uma coluna Hypersil Gold C18 (50 mm x 2.1 mm, 1.9
pum), fase movel acetonitrila:;tampao fosfato (50:50) pH 3.5, eluicdo isocratica e
deteccdo a 240 nm para OMG e & 274 nm para TRE e ALO (ATTALLAH et al., 2019).

Emanuelli e Schapoval (2020) desenvolveram e validaram um método
indicativo de estabilidade por CLAE para avaliar a cinética de degradacao oxidativa e
fotolitica da OMG e identificar os principais produtos de degradacao oxidativa. As
separagOes foram realizadas usando uma coluna Agilent ZORBAX C8 (250 x 4,6 mm,
5 um), fase moével composta de tampéo fosfato pH 7.0:metanol (45:55), vazédo de 0.8
mL/min e deteccdo a 230 nm. Foram identificados por LC-EM dois produtos de
degradacao oxidativa (peroxido de hidrogénio 10% por 24 h) com m/z 321 e 337 e
suas rotas de degradacao foram propostas.

Tantawy et al. (2021) desenvolveram e validaram um método por cromatografia
em camada delgada e um método por CLAE para avaliagdo de OMG em IFA e
comprimidos. No método por cromatografia em camada delgada, placas de aluminio
pré-revestidas com silica gel foram utilizadas como fase estacionaria juntamente com
metanol:acetato de etila:ambnia 33% (2:8:1) como fase mével. Ja na CLAE foi
utilizado uma coluna Hypersil ODS (250 mm x 4.6 mm, 5 ym) e fase movel composta
por tampéo fosfato pH 3,5:acetonitrila (80:20) com eluicdo isocratica e vazdo de 1,0
mL/min. Ambos os métodos foram aplicados para estudar o perfil de estabilidade da
OMG quando submetida a degradacdo forcada e os produtos de degradacéo
hidrolitica e oxidativa foram identificados, m/z 321 e 415, respectivamente, utilizando
IV e espectrometria de massas.

Recentemente Kelani e colaboradores (2022) desenvolveram e validaram seis
técnicas espectrofotométricas seletivas, quatro univariadas e duas multivariadas, para
a determinacdo de OMG juntamente com os dois produtos de degradacéo
previamente investigados por Tantawy et al. (2021). Os métodos

espectrofotométricos univariados propostos foram subtragcdo de razdo, primeira
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derivada, razdo derivada e diferenca de razdo e os métodos multivariados propostos

foram minimos quadrados parciais e redes neurais artificiais.

3.7. Ensaios toxicologicos

Além da identificagcdo de possiveis produtos de degrada¢cBes formados em
medicamentos, é relevante estudar e estabelecer a seguranca destes produtos.
Ensaios de toxicidade sdo utilizados para avaliar o potencial de uma substancia em
causar efeitos nocivos e podem ser empregados em amostras de produtos
farmacéuticos, contendo seus produtos de degradacao. Inicialmente, ensaios de
viabilidade celular podem ser executados para avaliar o potencial dos produtos de
degradacédo em causar dano celular. Em sequéncia, ensaios mais especificos sobre
0s mecanismos de toxicidade podem ser estudados, como: potencial de membrana
mitocondrial; producdo de espécies oxidativas; e genotoxicidade (teste de ames,
micronucleo e cometa) (GIORDANI et al., 2019; WINGERT et al., 2019).

Existem diversos ensaios de viabilidade celular que podem ser usados para
estimar o nimero de células viadveis, como: reducdo de tetrazélio; reducdo de
resazurina; incorporacdo de vermelho neutro; marcadores de protease; e deteccao de
adenosina trifosfato. De maneira geral, os ensaios de viabilidade celular se baseiam
no uso de um reagente que € convertido pelas células viaveis em um subproduto
colorido ou fluorescente, que é medido com um leitor de placas. O sinal medido
(absorbancia ou fluorescéncia) sera proporcional ao niumero de células viaveis
presentes, pois as células que morreram, devido a alguma toxicidade, perderam a
capacidade de converter o reagente (RISS et al., 2016). Até o momento, ndo existem
estudos relatados na literatura sobre a toxicidade de produtos de degradacéo de

OMG.
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4. CAPITULO 1

Desenvolver e aplicar métodos analiticos indicativos de estabilidade para o
controle de qualidade de produtos farmacéuticos é indispensavel para assegurar
seguranca e eficicia ao paciente. O desenvolvimento de métodos por tentativa e erro
€ amplamente utilizado, porém, fornece uma compreensdo limitada sobre a sua
capacidade e robustez. Outra abordagem recomendada por orgéos reguladores e que
vem sendo cada vez mais utilizada € o Analytical Quality by Design. Além disso, de
modo a atender as demandas de rotinas analiticas, é desejavel que o método aplicado
seja rapido mas sem comprometimento de eficiéncia, sendo a técnica de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia adequada para esta finalidade. Devido ao seu
baixo consumo de solventes, reagentes e amostras, a técnica também contruibui para
um menor impacto ambiental de geracéo de residuos. Em vista disso, este capitulo
consta sobre a abordagem Analytical Quality by Design aplicada ao desenvolvimento
de um método indicativo de estabilidade por cromatografia liquida de ultra eficiéncia

para determinacédo de omarigliptina.

O texto completo do capitulo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 44 — 61, foi suprimido por tratar-

se de manuscrito em preparacao para publicacdo em periddico cientifico.
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5. CAPITULO 2

A investigacdo acerca de produtos de degradacdo de medicamentos €
necessaria para assegurar a sua qualidade e seguranca. Estudos de degradacao
forcada utilizando diferentes condi¢gdes de estresse sdo usualmente empregados, pois
permitem a geracdo de potenciais produtos de degradagdo em um curto periodo de
tempo. Diferentes técnicas analiticas podem ser aplicadas para identificacdo dos
produtos de degradacédo formados, elucidacéo de estruturas quimicas, determinacao
de rotas de degradacao, estabelecimento de cinética de degradacao e avaliacdo de
toxicidade. Tendo em vista a necessidade de estudos mais detalhados sobre os
produtos de degradacdo da omarigliptina, técnicas de cromatografia liquida de ultra
eficiéncia e espectrometria de massas, assim como estudos de toxicidade in vitro
foram aplicadas neste trabalho. Dessa forma, o presente capitulo aborda a
investigacdo de produtos de degradacdo da omarigliptina, com foco na sua

identificacdo e estabelecimento de toxicidade.

O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 64 — 77, foi suprimido por tratar-

se de manuscrito em preparacao para publicacdo em periddico cientifico.
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6. DISCUSSAO GERAL

O controle de qualidade de medicamentos é necessario para garantir e
assegurar a sua eficacia e seguranca ao paciente. Segundo a ANVISA (2019b),
métodos indicativos de qualidade devem ser utilizados no controle de qualidade
farmacéutico, pois sdo capazes de detectar, ao longo do tempo, mudancgas nas
propriedades do medicamento, além de mensurarem com exatidao o teor do insumo
farmacéutico ativo, produtos de degradacao e outros componentes de interesse, sem
interferéncia. Para o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade, estudos
de degradacdo forcada sdo empregados, pois permitem a rapida geracdo de
potenciais produtos de degradacao formados.

A OMG foi recentemente aprovada para uso e apresenta poucos trabalhos
relatados sobre metodologias analiticas para sua quantificacdo e estudos de seus
produtos de degradacdo. Visando desenvolver um novo meétodo indicativo de
estabilidade rapido, robusto e compativel com a espectrometria de massas, a técnica
de CLUE foi escolhida. Além de proporcionar analises mais rapidas sem o
comprometimento do desempenho cromatografico, a CLUE utiliza taxas de vazéo de
fase mével menores em comparacéao a CLAE, resultando na reducao do consumo de
solventes e reagentes, e consequente menor impacto ambiental. A vista disto, este
trabalho focou no desenvolvimento e validacdo de um método indicativo de
estabilidade por CLUE para quantificacdo de OMG na sua forma farmacéutica.

Inicialmente, foram estabelecidas as condi¢cdes de degradacdo forcada de
OMG por hidrélise acida e béasica, oxidagao, térmica e fotdlise. Com base no trabalho
de Emanuelli e Schapoval (2020), diferentes molaridades &acidas e alcalinas,
porcentagem de peroxido de hidrogénio, temperatura e tempos de exposi¢cao foram
testadas, visando atingir uma reducédo na area do pico da OMG de pelo menos 10%.
De modo a evitar a geracdo de produtos de degradacdo secundarios, algumas
condicbes mais brandas do que as descritas no trabalho foram utilizadas, como:
hidrélise em NaOH 0.1 M por 15 min ao invés de NaOH 0.5 M por 30 min, substituicdo
de peroxido de hidrogénio 10% por 24h para 3% por 5h e exposicao a radiacdo UV-C
durante 45 min ao invés de 1 hora. Com as condi¢cfes definidas, amostras de OMG
foram rotineiramente submetidas a degradacéo forcada e utilizadas durante todo o

desenvolvimento do método analitico por CLUE, para comprovar a capacidade do



método em indicar estabilidade (ALSANTE et al., 2007; BRASIL, 2015b, EMANUELLLI,
SCHAPOVAL, 2020).

Seguindo recomendacdes do Guia ICH Q14 (2022), o método indicativo de
estabilidade foi desenvolvido e otimizado aplicando os principios do AQbD, para um
entendimento racional das etapas (Capitulo 1). Na fase do Scouting, o conhecimento
prévio foi reunido e experimentos preliminares foram realizados. O ponto de partida
foi o método desenvolvido e validado por CLAE para quantificacdo de OMG proposto
por Emanuelli e Schapoval (2020). Testes foram realizados para adapta-lo a técnica
de CLUE e torna-lo compativel com o acoplamento com a espectrometria de massas.
Dessa forma, a coluna analitica Agilent Zorbax C8 (250 x 4,6 mm, 5 um) foi substituida
por uma coluna adequada a técnica de CLUE. A fase mdvel composta de tampao
fosfato de potassio pH 7,0:metanol (45:55), anteriormente utilizada, precisou ser
alterada para tampéao acetato de aménio por ndo ser compativel com a EM. Outras
condi¢cdes experimentais como natureza do solvente organico, pH da fase moével
préximo a 7,0 e deteccdo com comprimento de onda a 230 nm foram mantidos, pois
apresentaram os melhores resultados cromatograficos.

Durante a avaliagao de risco, foi observado que os CMPs que necessitavam de
mais investigacdo eram: porcentagem de solvente organico na fase movel; taxa de
vazao; e temperatura da coluna. Para avalia-los, foi aplicado um delineamento linear
de triagem Plackett Burman em dois niveis, com um total de 11 experimentos incluindo
trés pontos centrais (a = 0,05). Com o DoE, foi possivel observar que o aumento da
porcentagem de metanol na fase movel diminuiu o tempo de analise. A utilizagédo de
proporcdes de 30 e 40% de metanol apresentaram tempo de analise menores que 10
min, enquanto que a propor¢ao 20% de metanol resultou em analises longas, com
tempos maiores que 15 min. As temperaturas de 40°C e 50 °C apresentaram
resultados semelhantes e um menor tempo de analise em relacdo a 30 °C, por isso
optou-se por fixar seu valor em 40 °C para maximizar a vida util da coluna. A taxa de
vazao demonstrou ter um efeito estatisticamente significativo sobre a cauda do pico,
0 que levou a necessidade de otimizar este parametro em fase subsequente.

A partir dos resultados obtidos na triagem, foi possivel definir a temperatura da
coluna em 40 °C e selecionar faixas mais estreitas de vazado e porcentagem de
metanol. Um novo DoE foi aplicado para otimizacdo do método e obteve-se o MODR

com bordas da regido do hipercubo de 0,21 a 0,24 mL/min para a taxa de vazao e
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32,00 a 33,23 para porcentagem de metanol. As condig¢des finais selecionadas foram:
fase mdvel composta por tampéo acetato de aménio 10 mM e metanol (70:30, v/v)
com pH ajustado para 6,5; coluna analitica Waters Acquity UFLC® BEH (50 x 2,1 mm,
1,7 um); taxa de vazao 0,15 mL/min; temperatura da coluna 40 °C; comprimento de
onda de deteccdo 230 nm; e volume de injecdo 5 pL.

A aplicacdo do QbD no desenvolvimento do método se provou produtiva e a
aplicacao de modelos matematicos permitiu uma melhor compreenséo dos efeitos dos
CMPs sobre os CQAs. Além disso, os graficos obtidos de Sweet Spot, Contour plot e
MODR (Figuras 3,4,5 - Capitulo 1) a partir dos dados cromatogréficos facilitaram a
visualizacdo e entendimento dos resultados. O método proposto foi validado de
acordo com guias oficiais e legislacdo vigente. Comparado aos métodos de CLAE
relatados na literatura, o método desenvolvido por CLUE apresentou uma reducao no
tempo de analise, 6 min versus 8 e 11 min, e consequente diminuicdo na geracao de
residuos (EMANUELLI, SCHAPOVAL, 2020; TANTAWY et al., 2021). Além disso, este
foi o primeiro método indicativo de estabilidade por CLUE aplicando a abordagem
AQbD para a determinacdo de OMG em forma farmacéutica, contribuindo para
analises de rotina para determinacdo de OMG e seus produtos de degradacéo.

Apbs a validacdo do método por CLUE, amostras de OMG foram novamente
submetidas a degradacao forcada (nas condi¢des previamente definidas) e analisadas
pelo método proposto. O método foi capaz de separar os produtos de degradacéo
com resolucédo adequada (Rs > 1,5) e dados de pureza indicaram que nao houve
interferéncia no pico de OMG, comprovando a capacidade do método em indicar
estabilidade.

Na analise por CLUE, foi possivel detectar sete picos de degradacédo: DP-1 (por
hidrolise alcalina); DP-2 (por hidrélise acida); DP-3.1, DP-3.2 e DP-3.3 (por radiacdo
UV-C); DP-4 (por exposicao térmica); e DP-5 (por degradacéo oxidativa). Nao houve
formacao de pico adicional a partir da exposi¢cao a radiacdo UV-A. Os produtos de
degradacéo encontrados nas condi¢des alcalina, 4cida e térmica (DP-1, DP-2 e DP-
4) pareceram ser 0S mesmos, pois todos apresentaram o mesmo tempo de retencao
(Figura 1 - Capitulo 2). Este foi o primeiro método relatado capaz de detectar um
produto de degradacédo formado por exposicdo térmica e nosso grupo de pesquisa
continua sendo o Unico a descrever produtos obtidos por degradagédo fotolitica (UV-
Q).

81



Além da aplicabilidade de ser indicativo de estabilidade, o método de CLUE foi
desenvolvido de modo a ser compativel com acoplamento com a EM, visando estudos
futuros de isolamento e identificacdo de produtos de degradacdo formados. Por
motivos operacionais, no periodo dos testes, ndo foi possivel realizar a analise LC-
EM para investigar os produtos de degradacgdo. Porém, foi possivel realizar andlise de
EM por infuséo direta, utilizando um micrOTOF-Q Ill, um espectrometro de massas
hibrido com analisadores de quadrupolo e tempo de vdo, o que proporcionou analises
com alta resolucdo e precisdo de massas. A analise foi realizada em amostras de
OMG submetidas a degracao por oxidacgéo, hidrolise alcalina e fotdlise (Capitulo 2).

A degradacéo oxidativa de um farmaco envolve o mecanismo de transferéncia
de elétrons para formar anions e cations reativos. Aminas, sulfetos e fenois séo
suscetiveis a oxidacdo, podendo levar a formacdo de N-6xidos, hidroxilamina,
sulfonas e sulfoxidos (BLESSY et al., 2014). As amostras de OMG submetidas a
degradacgéao oxidativa, analisadas por EM, apresentaram a formacgéao de trés produtos
de degradacéo, de relacdo massa/carga (m/z) 321, 337 e 415. O produto m/z 321 é
formado a partir da perda do grupo sulfonamida presente na molécula, o m/z 415 é
formado por uma reacédo de N-oxidacdo, enquanto o m/z 337 € formado por ambos os
mecanismos. Os resultados encontrados corroboram com outras pesquisas relatando
0s mesmos produtos (EMANUELLI, SCHAPOVAL, 2020; TANTAWY et al., 2021).

A hidrélise é uma das reacdes de degradacdo mais comuns que ocorre quando
uma molécula é quebrada em moléculas menores na presenca de agua. As reacdes
de hidrdlise tipicamente envolvem a catalise, por acido ou base, de grupos funcionais
ionizaveis presentes na molécula. A analise por EM das amostras de OMG
submetidas a hidrélise alcalina possibilitou a identificacdo da formacdo de dois
produtos de degradacao: m/z 321 e 387. Uma patente de proposta de formulagéo para
comprimidos contendo OMG ja havia relatado a sensibilidade desta molécula frente
ao meio 4cido e alcalino, formando o produto de m/z 321 (COOPER et al., 2018).
Porém, este foi o primeiro trabalho a identificar o produto m/z 387 formado nestas
condicgdes.

A fotdlise € a degradacédo de compostos quimicos causados pela exposicéao a
luz. Condicdes de estresse leve podem induzir foto-oxidacdo pelo mecanismo de
radicais livres. Grupos funcionais como carbonilas, nitro aromaticos, N-6xido, alcenos,

cloretos de arila, sulfetos, entre outros podem introduzir fotossensibilidade a

82



medicamentos (BLESSY et al., 2014). As amostras de OMG submetidas a fotolise (por
radiacdo UV-C) foram avaliadas em trés tempos de exposi¢ao (15, 30 e 45 min). Com
15 e 30 min de exposicao foi possivel identificar por EM a formacédo do produto de
degradacédo m/z 369. Com 45 min, além do produto m/z 369, houve a formacéo dos
produtos de m/z 337, 229, 293 e 415. Este foi o primeiro trabalho a identificar por EM
0os produtos de degradacdo de OMG sob condicdo fotolitica. Todos os produtos
identificados por EM tiveram suas estruturas propostas (Figura 3 — Capitulo 2).

Experimentos adicionais sdo necessarios para confirmacédo das estruturas
propostas para os produtos de degradacdo formados, assim como rotas de
degradacdo. Porém, ressalta-se que o método por CLUE desenvolvido neste trabalho
utilizou tampéo acetato de aménio como fase mdvel aguosa, portanto, pode ser
eficientemente empregado em estudos subsequentes de LC-EM.

Além das andlises por CLUE e EM, também foram realizados estudos de
toxicidade em amostras com produtos de degradacdo e OMG pura para avaliar a sua
seguranca (Capitulo 2). Dois ensaios de viabilidade celular foram realizados em
amostras de OMG pura e amostras de OMG submetidas a degradacao forcada por
hidrélise alcalina, fotdlise (por radiagdo UV-C) e oxidacdo. As amostras na
concentracéo final de 500 uM foram incubadas em células 3T3 durante 24 h a 37 °C.
Apés o periodo, foram seguidos os protocolos especificos dos ensaios de viabilidade
celular por reducéo de tetrazoélio e incorporacao de vermelho neutro.

O ensaio de reducédo de tetrazolio avalia a reducdo do MTT em cristais de
formazan por desidrogenases celulares, o que sé ocorre quando as enzimas
mitocondriais estdo ativas. J& o ensaio de incorporacdo de vermelho neutro, avalia a
capacidade dos lisossomos de células viaveis para incorporar o corante. Sendo assim,
se as células morrerem devido a alguma toxicidade das amostras, elas perdem a
capacidade de converter o reagente utilizado, justificando o amplo emprego destes
ensaios para medir os efeitos citotoxicos de drogas em linhagens celulares
(GIORDANI et al., 2019; WINGERT et al., 2019).

Este foi o primeiro trabalho a investigar o potencial citotbxico de amostras de
OMG submetidas a degradacao forcada. Em ambos ensaios realizados, as amostras
de OMG sob condicdo de estresse de oxidacdo apresentaram citotoxicidade
significativa (p < 0,05, ANOVA/Bonferroni). As amostras de OMG submetidas a

hidrolise alcalina e fotdlise, assim como a amostra de OMG pura, ndo apresentaram
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alteracdo significativa na viabilidade celular (Fig. 4 — Capitulo 2). Os resultados
encontrados contribuem para estabelecer a seguranga destes produtos, evidenciando

gue estudos suplementares acerca dos mecanismos de toxicidade sédo necessarios.
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7. CONCLUSAO GERAL

Foi possivel desenvolver um método indicativo de estabilidade por CLUE
robusto, simples e rapido para determinacdo de OMG em forma farmacéutica;

O estudo e a aplicagdo dos principios do QbD na etapa de desenvolvimento do
método analitico possibilitaram uma melhor compreensdo dos efeitos dos

parametros do método sobre os atributos de qualidade;

O método proposto foi validado seguindo diretrizes oficiais e apresentou bons
resultados e adequacéo para analise de rotina de OMG e seus produtos de

degradacéo;

O método desenvolvido por CLUE foi capaz de detectar sete compostos
formados por degradacédo for¢cada, sob condicdo de hidrolise acida e basica,

oxidagéo, térmica e fotolise;

Amostras submetidas a degradacao por hidrélise alcalina, oxidacéo, e fotdlise
foram analisadas por EM. Foi possivel identificar sete massas exatas de

produtos de degradacao e propor as suas estruturas;

Ensaios de viabilidade celular foram realizados para avaliar a citotoxicidade de
amostras de OMG submetidas a degradacéo por hidrélise alcalina, oxidacéo, e
fotélise. As amostras de OMG sob condicdes de estresse oxidativo apresentou

citotoxicidade, reforcando a importancia de estudos de seguranca;

A investigacdo dos produtos de degradacdo de OMG colaboram para

assegurar a eficacia terapéutica, seguranca e qualidade do medicamento.
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