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RESUMO

A dapagliflozina (Forxiga®) é o primeiro farmaco de uma nova classe de agentes
utilizados no tratamento de pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2. Pela inibigao
da proteina co-transportadora de glicose SGLT2 nos rins, a dapagliflozina reduz
a reabsorcao de glicose, levando a um aumento em sua excregéo urinaria e
consequente reducao em seus niveis séricos. Os estudos de desenvolvimento
de métodos analiticos para avaliagdo da dapagliflozina, bem como de suas
substancias relacionadas, ainda sao escassos frente a sua importancia para o
controle de qualidade de medicamentos. Assim, o presente trabalho teve como
objetivos o desenvolvimento e a validagdo de metodologia analitica para a
quantificacdo da dapagliflozina em comprimidos e determinagdo de seu perfil de
impurezas. Foram desenvolvidos métodos para determinagao da dapagliflozina
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por eletroforese capilar
(EC). Ambos foram validados de acordo com os parametros de especificidade,
linearidade, limites de detec¢ao e quantificacao, precisédo, exatidao e robustez,
e apresentaram resultados satisfatérios conforme preconizado nos guias
oficiais. O método por CLAE apresentou vantagens como baixos limites de
deteccao e quantificacdo da substancia ativa e rapidez na analise, enquanto o
meétodo por EC se destacou pelo seu baixo custo e reduzida geracédo de
residuos. Ademais, foi desenvolvido e validado, seguindo os mesmos
parametros citados anteriormente, um método por cromatografia liquida de
ultraeficiéncia (CLUE) para a determinacao simultanea da dapagliflozina na
presenga de trés impurezas relacionadas. O método apresentou resultados
adequados para a separacao, deteccao e quantificagcido dessas substancias em
um reduzido tempo de analise, e atendeu a todos os requisitos da validacao
analitica. O potencial téxico das impurezas e do farmaco foi avaliado e foram
obtidos resultados de citotoxicidade que indicaram diferentes graus de
citotoxicidade entre as impurezas apds 24 e 96 horas de exposicdo, em
diferentes concentragdes. Dano ao DNA néo foi observado em nenhumas nas

concentracdes testadas.

Palavras-chave: dapagliflozina; CLAE; CLUE; EC; impurezas; toxicidade.






ABSTRACT

Dapagliflozin (Forxiga®) is the first in a novel class of agents used in the
treatment of patients with type 2 Diabetes Mellitus. By inhibiting the glucose co-
transporter protein SGLT2, the dapagliflozin reduces renal glucose reabsorption
by the kidney, leading to an increase in its urinary excretion and consequent
reduction in blood glucose levels. Development studies of analytical methods for
analysis of dapagliflozin and its related substances are still limited considering
its importance to the quality control of drug products. Therefore, this study aims
to develop and validate analytical methods for the quantification of dapagliflozin
in tablets and determination of its impurities profile. Methods for the
determination of dapagliflozin by high performance liquid chromatography
(HPLC) and capillary electrophoresis (EC) were developed. Both were validated
according to the parameters of specificity, linearity, limits of detection and
quantification, precision, accuracy and robustness, and presented satisfactory
results as recommended in the official guides. The HPLC method showed
advantages as low limits of detection and quantification of the active substance
and fast analysis time. On the other hand, the CE method stands out by its low
cost and production of organic waste. In addition, an ultra-performance liquid
chromatography (UPLC) method for the simultaneous determination of
dapagliflozin in the presence of three related impurities was developed and
validated, following the same parameters previously mentioned. The method
presented adequate results for the separation, detection and quantification of
these substances in a short time of analysis, and met all the requirements of the
analytical validation. The toxicity of impurities and the drug was evaluated in 3T3
cells, by MTT, Red Neutral (RN) tests, evaluation of mitochondrial membrane
potential, measurement of intracellular reactive species and comet assay. The
cytotoxicity results obtained indicated different levels of cytotoxicity of the
impurities after 24 and 96 hours of exposure, in different concentrations. DNA

damage was not observed in any of the concentrations tested.

Keywords: dapagliflozin; HPLC; UPLC; CE; impurities; toxicity.
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1. INTRODUGAO

O diabetes € um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas por
hiperglicemia resultante de defeitos na secre¢éo de insulina, na agéo da insulina, ou
ambos. A hiperglicemia crbnica de diabetes esta associada a danos a longo prazo,
com a disfuncdo e falha de varios 6rgaos, especialmente os olhos, rins, nervos,
coracao e 0s vasos sanguineos (ADA, 2013).

As duas formas mais comuns de diabetes sdo o Diabetes Mellitus tipo 1,
caracterizada pela menor producao de insulina, e o Diabetes Mellitus tipo 2, na qual
ocorre resposta diminuida a insulina e disfuncao de células beta pancreéticas. Ambas
levam & hiperglicemia, produgéo excessiva de urina, sede compensatoria, aumento
da ingestéo de liquidos, viséo turva, perda de peso inexplicada, letargia e alteracbes
no metabolismo energético (LIN et al., 2010).

A dapagliflozina € a primeira molécula pertencente a uma nova classe de
agentes de reducdo da glicose, as gliflozinas, conhecidas como inibidores do co-
transportador de sédio-glicose 2 (SGLT2), usada no tratamento de pacientes com
Diabetes Mellitus tipo 2. Pela inibicdo da proteina SGLT2 nos rins, a dapagliflozina
reduz a reabsorcéao renal de glicose, levando a um aumento nha sua excrecao urinaria
e consequente reducao nos niveis de glicose no sangue (JABBOUR et al., 2008).

A dapagliflozina é comercializada com o nome de Forxiga®, sob a forma de
comprimidos revestidos de 5 e 10 mg de farmaco. O produto € uma marca registrada
da industria Bristol-Myers Squibb Company e teve seu registro aprovado no Brasil em
2013.

Por se tratar de um medicamento recente, o niumero de dados relacionados as
técnicas analiticas para controle de qualidade do produto ainda € reduzido,
especialmente no que diz respeito ao monitoramento do ingrediente ativo em estudos
de estabilidade, bem como do controle quantitativo e qualitativo de suas substancias
relacionadas. Ambos os estudos sdo de extrema relevancia para garantir um
medicamento eficaz e seguro durante seu uso ao longo de todo seu prazo de validade,
e a apresentacdo desses resultados tem se tornado uma exigéncia da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria para o registro de novos produtos (BRASIL, 2013).

Diante disso, torna-se relevante desenvolver e validar métodos analiticos com
alta sensibilidade, capazes de identificar a presenca de pequenas quantidades de

impurezas nas formulagcdes com alta confiabilidade para sua quantificagcdo (AHUJA,

15



2007). Ademais, qualificar estas substancias quanto a sua toxicidade também é de
extrema importancia uma vez que a sua presenca pode afetar ndo apenas 0s
parametros de seguranca do farmaco, por produzir reacfes adversas, mas, também,
alterar as caracteristicas originais de solubilidade, interferindo diretamente em sua
eficacia terapéutica (ROY, 2002).
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2. OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar metodologia analitica indicativa de estabilidade para
quantificacdo da dapagliflozina em comprimidos, que viabilize a identificacdo e
determinacdo quantitativa de impurezas organicas do farmaco, bem como avaliar a

possivel toxicidade dessas substancias.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver métodos analiticos indicativos de estabilidade para a
quantificacdo de dapagliflozina em comprimidos;

e Validar os métodos analiticos desenvolvidos com base nos parametros
preconizados na legislacéo;

e Aplicar os métodos propostos no monitoramento de impurezas organicas da
dapagliflozina;

¢ Realizar a avaliacdo da estabilidade do farmaco frente a condicGes drasticas
de temperatura, luz e estresse quimico, a fim de conhecer o perfil de produtos
formados e elucidar possiveis rotas de degradacdo, segundo os guias de
estabilidade;

e Realizar estudos de toxicidade in vitro da dapagliflozina, bem como de suas

impurezas relacionadas.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Diabetes Mellitus

O diabetes é definido como um conjunto de doengcas metabdlicas
caracterizadas por um aumento na concentragao de glicose no sangue, hiperglicemia,
que acarretam diversas complicagdes em varios 6rgaos, como rins, olhos, cérebro e
coracao. Dentre as suas causas estdo defeitos na secrecdo e/ou agao da insulina,
resisténcia a acao da insulina, entre outros (BRASIL, 2006).

Considerada por muito tempo uma doenga de menor importancia para a saude
mundial, esta tomando o seu lugar como uma das principais ameagas a saude
humana no século 21. As duas ultimas décadas tém visto um aumento significativo no
numero de pessoas diagnosticadas com diabetes em todo o mundo (ZIMMET et al.,
2001). Estima-se que, em 1995, a incidéncia dessa doenca atingia 4,0% da populagao
adulta mundial e que, em 2045, alcancara a cifra de 9,9%. De acordo com a Federagao
Internacional de Diabetes, o Brasil ocupa a quarta posicao entre os dez paises com o
maior numero de individuos com diabetes e o terceiro lugar em numero de criangas e
adolescentes com diabetes tipo 1, sendo um total de 12,5 milhdes até o ano de 2017
(DE ALMEIDA-PITITTO et al., 2015; CHO et al., 2018).

Existem duas formas principais de diabetes. O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) é
considerada resultado da destruicdo autoimune das células beta pancreaticas,
mediada pelos linfocitos T, resultando em deficiéncia absoluta de insulina. Pessoas
com diabetes tipo 1 devem tomar insulina exdégena para sobrevivéncia para prevenir
o desenvolvimento de cetoacidose (BARONE et al., 2007). A sua frequéncia € menor
em relagao ao diabetes tipo 2, representando 10% do total de casos.

Diferentemente do DM 1, cuja manifestacdo esta mais associada a fatores
genéticos e ambientais (ATKINSON, 2012), O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM 2) possui
relacdo mais estreita com aspectos comportamentais e de estilo de vida. Apesar do
historico familiar e idade, como exemplos de condicbes ndo modificaveis que podem
estar relacionados ao aparecimento desta patologia, alguns fatores como obesidade,
sedentarismo, tabagismo, hipertensdo arterial, dentre outros, tém um papel
significativo no aumento da incidéncia e prevaléncia do DM2 (LYRA et al., 2006;
DEFRONZO et al., 2015).

O DM 2 é caracterizado por altos niveis de glicose em decorréncia da

resisténcia a insulina e/ou pela secrecao anormal de insulina. Pessoas com diabetes
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tipo 2 n&o sao dependentes de insulina exdgena, mas seu uso pode ser necessario
para manter o controle dos niveis de glicose no sangue se isso nao for alcangado
apenas com dieta ou antidiabéticos orais. (ZIMMET et al., 2001; BRASIL, 2014).
Apesar de ser o tipo de diabetes passivel de controle através de mudancas no estilo
de vida do paciente, o tratamento farmacolégico se faz necessario com o decorrer dos
anos, uma vez que as células secretoras de insulina no pancreas tendem a progredir
parar um estado de faléncia parcial ou total, levando a complicagdes crénicas mais
graves, como doencga arterial coronariana, cegueira, faléncia renal, amputacdo de

membros e perda de fungao e qualidade de vida (BRASIL, 2006).
3.2 Farmacos hipoglicemiantes

Os mecanismos patofisiolégicos associados ao DM 2 e que levam a
hiperglicemia foram divididos em oito componentes, podendo ocorrer isoladamente ou
em combinagdo, sendo eles: secregao reduzida de insulina pelas células beta,
elevada secregao de glucagon pelas células alfa, producao aumentada de glicose no
figado, disfuncdo neurotransmissora e resisténcia a insulina no cérebro, lipolise
aumentada, aumento da reabsorgéo renal de glicose, efeito reduzido das incretinas
no intestino delgado e comprometimento ou diminuigcdo da captagcédo de glicose em
tecidos periféricos, como musculo esquelético, figado e tecido adiposo. As terapias
atualmente disponiveis para a redugdo da glicemia visam um ou mais dos
mecanismos citados, através de monoterapia ou associacdo de medicamentos
(CHAUDHURY et al., 2017).

A metformina, pertencente a classe das biguanidas, € o farmaco mais
tradicional usado como hipoglicemiante e até hoje € considerada como primeira
escolha para uso continuo em pacientes com diabetes tipo 2. No entanto, por
apresentar efeitos adversos gastrointestinais em cerca de 10% dos pacientes
submetidos ao tratamento, além de restricbes na sua efetividade por depender de
insulina circulante para exercer seu efeito farmacolégico, novo farmacos vém sendo
introduzidos como alternativas terapéuticas para o DM 2 (ALVES DA CONCEICAO;
NOGUEIRA DA SILVA; BARBOSA, 2017).

A Tabela 1 apresenta um compilado das principais moléculas representantes
de cada classe de medicamento antidiabético atualmente aprovadas para o
tratamento dessa patologia, com seus respectivos mecanismos de agao e possiveis

eventos adversos.
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Tabela 1. Agentes farmacolégicos para controle da glicemia (adaptado de
CHAUDHURY et al., 2017).

Classe Representantes Mecanismo de Acgao Efeitos Adversos
Biguanida Metformina Sensibilizador de Deficiéncia de
insulina; Inumeros | vitamina B12, que
efeitos sobre a inibicdo | pode causar anemia
da produgédo de glicose e neuropatia (risco
hepatica em idosos)
Inibidoras da | Sitagliptina Inibicdo da degradagdo Pancreatite;
dipeptidil Saxagliptina do GLP-1, aumentando Infecgbes do trato
peptidase 4 Vildagliptina a secrecao de insulina respiratorio superior
(DPP-4) Linagliptina
Alogliptina
Gliflozinas Canagliflozina Inibicao do Cetoacidose (rara);
Dapagliflozina cotransportador de Micose genital,
Empagliflozina glicose (SGLT2) nos rins  Aumento de
infeccdes no trato
urinario
Agonistas de Liraglutida Exenatida Ativagcdo do receptor de Nausea, vomito;
GLP-1 Dulaglutida GLP1: aumento da Pancreatite;
secrecdao de insulina, Tumor de células C
diminui¢gdo do glucagon, da tireoide
retardo do esvaziamento
gastrico e aumento da
saciedade
Sulfonilureias Glimepirida Secrecgao de insulina

Tiazolidinedionas

Fonte: Autora.

3.3

Glibenclamida
Glipizida Gliburida
Gliclazida

Rosiglitazona
Pioglitazona

Dapagliflozina

Verdadeiro
sensibilizador de insulina

Cancer de bexiga;
Faturas

Em individuos saudaveis, mais do que 99% da glicose plasmatica que é filtrada

no glomérulo renal é reabsorvida, resultando em menos do que 1% do total de glicose

filtrada sendo excretada na urina. Este processo de reabsor¢cao € mediado por dois

cotransportadores de glicose sodio-dependentes (SGLTs): o SGLT1, um transportador

expresso no intestino, coracao e rins e 0 SGLT2, um transportador de alta capacidade,

que é expresso principalmente nos rins. Estima-se que 90% da reabsorgao renal de

glicose é facilitada pelo SGLT2 residente na superficie das células epiteliais que

25



revestem o segmento S1 do tubulo proximal dos néfrons (MENG et al., 2008; e
OBERMEIER et al., 2010).

As gliflozinas sdo uma nova classe de agentes antidiabéticos orais que inibem
especificamente o cotransportador de glicose SGLT2 no rim, prevenindo assim a
reabsorcao de glicose e aumentando a glicosuria em individuos diabéticos, reduzindo
a hiperglicemia (JABBOUR et al., 2008).

O uso de medicamentos que atuam por este mecanismo tem se tornado uma
alternativa vantajosa no tratamento do DM 2, uma vez que a inibicdo do SGLT2 é
independente da insulina e, por isso, o controle da glicose se da sem efeitos adversos
sobre o peso corporal, pressao arterial e com menor risco de hipoglicemia, podendo
também ser administrada em conjunto com outros medicamentos hipoglicemiantes
(MENG et al.,, 2008). Porém, como o seu modo de agdo depende da fungéo
glomerular-tubular renal normal, a eficacia dos inibidores do SGLT2 é reduzida em
pessoas com insuficiéncia renal (KALRA, 2014).

A nomenclatura quimica para a dapagliflozina & (2S,3R,4R,5S,6R)-2-[4-cloro-
3(4- etoxibenzi)fenil]-6-(hidroximetil)tetraidro-2H-pirano-3,4,5-triol; sua formula
molecular € C21H25CIO6 e possui massa molecular de 408,87g/mol. Apresenta-se
sob a forma de p6 branco, nao higroscopico e soluvel em muitos solventes polares.
Possui cinco centros estereogénicos, sendo observada uma unica forma polimérfica.

Sua estrutura quimica esta representada na Figura 1 (HAAS ET AL., 2014,
SCIFINDER, 2015).

Apo6s a administragao oral de dapagliflozina, a concentragdo maxima no plasma
€ geralmente atingida dentro de 2 horas, sob jejum. A biodisponibilidade oral absoluta
de dapagliflozina, apés a administracdo de uma dose de 10mg, € de 78%. Seu
metabolismo €, principalmente, via conjugacéo do glucuronido mediada pela enzima
UDP glucuroniltransferase 1A9 (UGT1A9), sendo extensivamente metabolizada a
dapagliflozina 3-O-glucuronido, o qual € um metabdlito inativo. A eliminagcdo da
dapagliflozina e seus metabdlitos se da principalmente por via renal, correspondendo
a 75% da sua excregao. O tempo de meia vida plasmatico (t 2) da dapagliflozina é de
aproximadamente 12,9 horas apdés administracdo de uma dose oral Unica de Forxiga®
10mg (FDA, 2014).
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Figura 1. Estrutura quimica da dapagliflozina.

3.3.1 Processo de sintese

A rota de sintese da molécula da dapagliflozina (6) esta descrita no trabalho

de Meng e colaboradores (2008), e ilustrada na Figura 2.

HO TMSO,
HO TMSO
HO 0 TMSO o0
7 8

Figura 2. Parte do processo de sintese da dapagliflozina (6) (MENG et al.,
2008).
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Conforme descrito pelos autores, o precursor na obtengdo do farmaco é o
produto natural denominado florizina. Obtida da raiz da macieira, esta molécula
apresenta-se como um potente agente promotor de glicosuria e poliuria,
posteriormente demonstrado ser um inibidor ndo seletivo de transportadores SGLT
nos rins. A partir disso, ao longo dos anos, novos estudos foram realizados visando
solucionar a baixa estabilidade metabdlica desta molécula e seus primeiros analogos
foram obtidos através da eliminacdo da ligacdo hidrolisavel O-glicosidica. A
dapagliflozina foi a precursora da classe das gliflozinas, apresentando uma potente e
seletiva inibicdo do transportador SGLT2 (MENG et al, 2008; ALVES DA
CONCEICAO; NOGUEIRA DA SILVA; BARBOSA, 2017).

3.3.2 Anadlise quantitativa e estudos de estabilidade

A Tabela 2 reune os trabalhos encontrados na literatura acerca do
desenvolvimento de métodos analiticos para a quantificacdo da dapagliflozina tanto

em mateéria-prima quanto no produto acabado.

Tabela 2. Relagdo dos trabalhos publicados acerca do desenvolvimento e

validacdo de métodos analiticos para a quantificagdo de dapagliflozina.

Titulo da publicagao Referéncia

Validation of a Newly Developed Stability Indicating | (SURA;
RPLiquid Chromatographic Method for the Quantitative | MODALAVALASA;
Determination of Dapagliflozin KOTHAPALLI, 2018)

Development and Validation of Stability Indicating HPLC | (NAGLAXMI; GAME,
Method for Estimation of Dapagliflozin in Marketed 2018)
Formulation

A New RP-HPLC Method Development and Validation of | (DEBATA et al., 2017)
Dapagliflozin in Bulk and Tablet Dosage Form

Development and Validation of Dapaglifiozin By| (SHAKIR BASHA;

Reversed-Phase High-Performance Liquid| SRAVANTHI, 2017)
Chromatography Method and It's Forced Degradation
Studies
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Development and Validation of stability-Indicating RPHPLC| (MANASA et al., 2014a)
method for determination of Dapagliflozin

Method Development and Validation of Dapagliflozin in APl| (MANASA et al., 2014b)
by RP-HPLC and UV-Spectroscopy

Em alguns deles, os pesquisadores avaliaram a estabilidade do farmaco frente
a condicbes forgcadas de estresse, a fim de determinar a influéncia dos produtos de
degradagdo na analise do mesmo. No entanto, em nenhum destes estudos foi

realizada a identificagdo dos produtos eventualmente formados.
3.4 Controle de impurezas em produtos farmacéuticos

Para que um produto farmacéutico esteja apto a ser utilizado € necessario
garantir a sua qualidade. Dentre varios fatores, destaca-se a importancia de o
medicamento ser eficaz para a fungao pretendida, bem como ser seguro para o
paciente que dele fara uso, ndao causando nenhuma reacdo adversa inesperada ou
qualquer tipo de toxicidade.

Cabe aos fabricantes de medicamentos assegurarem que seus produtos sejam
capazes de satisfazer todos os requisitos de qualidade durante todo o seu prazo de
validade. Para tanto, realizam-se os testes de estabilidade nos produtos a fim de
prever o comportamento dos mesmos, em determinado intervalo de tempo, frente a
condicbes ambientais a que possa ser submetido, desde a fabricagao até o término
da validade (BRASIL, 2010).

Além disso, as empresas estdo cada vez mais atentas para o controle sobre o
perfil de impurezas dos seus produtos, uma vez que a presenca de substancias
estranhas na formulagao pode alterar as caracteristicas originais do medicamento,
podendo afetar diretamente sua seguranca e eficacia.

Com essa preocupacgao, vém se tornando crescentes as exigéncias frente a
concessao e renovagao de registro de novos produtos farmacéuticos pelas agéncias
reguladoras, onde sao cobrados dos fabricantes estudos completos a respeito do perfil
de impurezas dos seus produtos.

O International Council on Harmonization (ICH) dispde de dois principais guias
que tratam desse tema. O guia Q3A(R2), Impurities in New Drug Substances, orienta
sobre os estudos do perfil de impurezas dos ingredientes farmacologicamente ativos,
além de estabelecer os limites para notificagdo, identificacdo e qualificacdo dessas
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impurezas quando da solicitagao/renovagao de registro junto aos 6rgaos reguladores
(Tabela 3). O guia aborda tais impurezas sob duas perspectivas: os aspectos
quimicos, que incluem, por exemplo, a classificacdo e identificacdo das impurezas e
uma breve discussao sobre os procedimentos analiticos; e os aspectos de seguranga,
que fornecem orientagdes especificas para a qualificacdo das impurezas presentes

na amostra em questao.

Tabela 3. Limites de notificagdo, identificacdo e qualificagdo de impurezas em
substancias ativas

Dose Diaria Limite de Limite de Limite de

Maxima' notificagao?? identificagao® qualificagao?®

< 2g/dia 0,05% 0,10% ou 1 mg da 0,15% ou 1 mg da
ingestao diaria (0 que ingestao diaria (o
for menor) que for menor)

> 2g/dia 0,03% 0,05% 0,05%

' Quantidade maxima da substancia ativa administrada por dia;
2 Limites de notificacdo maiores devem ser cientificamente justificados; 3 Limites
menores podem ser apropriados se a impureza for usualmente nao toxica.

Fonte: (ICH Q3A (R2), 2006).

Em seu outro guia, Q3B(R2), Impurities in New Drug Products, o ICH
complementa as instrugdes a respeito do controle de impurezas ao tratar dos produtos
acabados. Neste guia sdo abordadas, especificamente, as impurezas classificadas
como produtos de degradagédo. Dentro dessa categoria estdo incluidos, além dos
produtos de degradacao derivados do farmaco, os produtos de rea¢des da substancia
ativa com os excipientes da formulagdo e/ou com os materiais de embalagem do
produto (ICH Q3B(R2), 2006).

De acordo com o ICH, as impurezas podem ser classificadas em trés categorias
principais: residuos de solventes, impurezas inorganicas e impurezas organicas
(relacionadas ao proprio farmaco ou ao processo de producao) (ICH Q3A(R2), 2006).
Neste contexto, inumeras substancias podem ser incluidas, dentre elas: reagentes de
partida, isdbmeros, intermediarios de sintese, reagentes, solventes, catalisadores e
produtos de degradagao (ROY, 2002).
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3.4.1 Residuos de solventes

Os solventes sao liquidos organicos e inorganicos usados como veiculos para
a preparacdo de solugdes ou suspensdes na sintese de uma nova substancia
farmacéutica ou na produgdo de um medicamento. Estes solventes podem nao ser
completamente eliminados e permanecer como residuos no produto final na forma de
impurezas. Muitos dos solventes utilizados industrialmente na sintese de novas
moléculas e nos processos produtivos sdo conhecidamente toxicos. Dependendo do
seu possivel risco a saude humana, estes residuos sido divididos em trés classes
(Tabela 4).

Tabela 4. Classificagdo dos solventes com base nos seus limites permitidos.

Classes Tipo de solventes Limites

Classe | Agentes cancerigenos humanos conhecidos, agentes fortemente Solventes a
carcinogénicos para humanos e solventes nocivos ao meio serem
ambiente. evitados.

Classe Il Agentes carcinogénicos nao genotdxicos ou possiveis agentes Solventes
causadores de outras toxicidades irreversiveis, como em niveis
neurotoxicidade ou teratogenicidade. Solventes suspeitos de limitados.

outras toxicidades significativas, porém reversiveis.

Classe Il Solventes com baixo potencial téxico para o homem; nenhum Solventes
limite de exposicdo com base na saude é necessario. com baixo
potencial
téxico.

Fonte: (ICH Q3C, 2006).
3.4.2 Impurezas inorganicas

As impurezas inorganicas podem também ser derivadas de processos de
sintese e produgdo de matérias-primas. Estas sdo normalmente conhecidas e
identificadas, e incluem, principalmente: reagentes, reagentes ligantes, catalisadores,
metais pesados ou outros metais residuais e sais inorganicos. As impurezas
inorganicas sao normalmente detectadas e quantificadas utilizando procedimentos
farmacopeicos ja estabelecidos ou outros métodos apropriados (ICH Q3A(R2), 2006;
PILANIYA et al., 2010).

3.4.3 Impurezas organicas
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As impurezas organicas sao as impurezas mais comumente encontradas nos
produtos farmacéuticos. Elas podem ser originadas durante a sintese do farmaco, do
processo de produgdo ou da estocagem do produto. Mesmo que os produtos
acabados sejam lavados com solventes, ha sempre uma chance de algumas
substancias dos materiais de partida que n&o reagiram permanecerem no produto
final.

As impurezas de um farmaco ou de uma nova entidade quimica s&o originadas,
principalmente, durante o processo de sintese a partir de matériasprimas, solventes,
intermediarios e subprodutos. As matérias-primas sao geralmente fabricadas com
requisitos de pureza inferiores aos da substancia ativa, e, portanto, podem conter um
numero de componentes que pode afetar a pureza do produto farmacéutico.

Do mesmo modo, os solventes utilizados na sintese sdo suscetiveis de conter
certo numero de impurezas que podem variar de niveis muito baixos até quantidades
bastante significativas. Além disso, algumas impurezas dos medicamentos podem
surgir de interagdes com os excipientes utilizados para formular um produto
farmacéutico (AHUJA, 2007).

Outra potencial fonte de formacgao de impurezas organicas nos medicamentos
€ devida a processos de degradacgao. Durante a producao do medicamento, o farmaco
€ submetido a uma variedade de condi¢des que podem levar a sua decomposicao.
Por exemplo, se o calor for usado para a secagem ou por outras razdes, pode facilitar
a degradacdo de farmacos termicamente labeis. Solugbes e suspensdes sao
potencialmente propensas a degradacao devido a hidrdlise ou solvolise. Estas
reagcoes também podem ocorrer na forma farmacéutica sélida, tal como no caso de
capsulas e comprimidos, quando a agua ou outro solvente for utilizado para a
granulacao (AHUJA, 2007). Neste contexto, a realizagao dos estudos de estabilidade
do produto torna-se imprescindivel para que se consiga prever o comportamento do
farmaco frente aos diversos fatores de degradacao, identificando e quantificando os
eventuais produtos formados e avaliando sua possivel toxicidade.

A ANVISA, em resolucédo publicada em dezembro de 2015 (RDC 53/2015),
estabelece os “parametros para a notificagao, identificacao e qualificacdo de produtos
de degradacdo em medicamentos com substancias ativas sintéticas e semissintéticas,
classificados como novos, genéricos e similares”, onde também orienta sobre como

conduzir os estudos de degradagao forgada nos produtos (BRASIL, 2015). Os limites
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previstos nesta resolugao sdo compativeis com os preconizados pelo ICH em seu guia
Q3B (R2), e estdo demonstrados na Tabela 5.

Uma vez que a estabilidade de um produto farmacéutico depende de varios
fatores, desde as condigdes ambientais como temperatura, umidade e luz, e os fatores
relacionados ao produto, como as propriedades quimicas e fisicas da substancia ativa
e dos excipientes, a forma farmacéutica e sua composigao, o processo de produgao
e as propriedades dos materiais de embalagem, os estudos de estabilidade devem
incluir a avaliagdo do comportamento do farmaco nas condigdes mais adversas.
(KOPP, 2006).

Conduzir os estudos de estabilidade sob condicdes exageradas de
temperatura, umidade e luz, por exemplo, pode ajudar a determinar quais potenciais
impurezas podem ser geradas por rea¢des de degradacédo, e auxiliar no controle de
qualidade a fim de minimizar seu aparecimento durante os processos de produgao e

armazenagem dos medicamentos (AHUJA, 2007).

Tabela 5. Limites de notificacdo, identificacdo e qualificagdo para produtos de
degradacgao (BRASIL, 2015).

Dose Maxima Diaria’ Limites?
<1g 0,10 %
Limites de Notificagdo
¢ >1g 0,05 %
1,0% ou 5ug ITD, o que for
<1mg menor
0,5% ou 20ug ITD, o que for
Limites de Identificacédo 1mg - 10mg menor
0,
>10mg — 29 0,2% ou 2mg ITD, o que for
menor
0,
> 10g 0,10%
<10 mg 1,0% ou 50upg ITD, o que for
menor
10 mg - 100mg 0,5% ou 200ug ITD, o que for
Limites de Qualificagédo menor
>100 mg — 2g 0,2% ou 3mg ITD, o que for
menor
> 29 0,15%

Dados: 1 - Quantidade maxima do insumo farmacéutico ativo administrado por dia 2 - Limites
dos produtos de degradagédo sdo expressos como a percentagem do insumo farmacéutico
ativo ou como a ingestao total diaria (ITD) de um produto de degradacgao.
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3.5 Qualificagao de impurezas

Segundo o guia Q3B(R2) do ICH, qualificacdo € o processo de aquisi¢ao e
avaliacdo de dados que estabelece a seguranga bioldgica de uma impureza individual
ou de um determinado perfil de impurezas no nivel especificado. O guia recomenda
que os estudos de avaliagcdo de seguranga para qualificar uma impureza devem
comparar nova substancia medicamentosa contendo uma quantidade representativa
da nova impureza com material previamente qualificado. Ainda, estudos de avaliagéo
de seguranga usando uma amostra da impureza isolada também podem ser
considerados (ICH Q3B (R2), 2006).

Ensaios in vitro de citotoxicidade e genotoxicidade devem ser conduzidos com
o proposito de elucidar o perfil toxicolégico das potenciais impurezas relacionadas ao
farmaco e/ou produto farmacéutico e prever as consequéncias de uma exposi¢ao a
estes agentes. Além disso, ferramentas in silico, como os softwares computacionais,
sao utilizados como instrumento para determinacao preliminar de impurezas com
potencial genotoxico ou citotoxico a partir de informagdes relacionadas as
caracteristicas estruturais da molécula com base na identificagdo dos grupamentos
quimicos que sao potencialmente toxicos (MC-GOVERN e JACOBSON-KRAM, 2006).

Para sistemas de cultura de células in vitro, um composto ou tratamento €&
considerado citotdxico se interfere na célula a ponto de alterar significantemente sua
morfologia, afetar adversamente a taxa de crescimento celular ou até mesmo causar
a morte da célula.

Ao longo dos ultimos anos, muitos métodos de ensaio vém sendo descritos
para a avaliagao da viabilidade das células com base em diferentes parametros do
metabolismo celular. E importante salientar que ensaios de viabilidade celular e de
citotoxicidade possuem diferencas com relacdo aos resultados que fornecem,
podendo ser utilizados isolados ou complementares um ao outro (NILES; MORAVEC;
RISS, 2014).

A premissa cientifica por tras dos ensaios de viabilidade baseados em ATP e
metabolismo celular é que a atividade metabdlica é proporcional ao numero de células
viaveis. Desta forma, afere-se que uma reducédo na atividade apds o tratamento
(quando comparado com o controle) é o resultado da citotoxicidade. Por outro lado,

0s ensaios de citotoxicidade medem parametros proporcionais ao grau de morte
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celular. Durante a maioria dos eventos de citotoxicidade, as medidas de viabilidade e
citotoxicidade sao inversamente proporcionais, ou seja, as medidas de viabilidade s&o
altas quando as medidas de citotoxicidade sdo baixas e vice-versa (NILES;
MORAVEC; RISS, 2014).

Em 2014, o ICH publicou o guia M7(R1): Avaliagao e controle de impurezas
reativas de DNA (mutagénicas) em produtos farmacéuticos para limitar o risco
potencial de cancer. No intuito de complementar os guias Q3B(R2) e Q3A(R2), o
objetivo deste é fornecer uma estrutura pratica que seja aplicavel a identificagéo,
categorizagao, qualificacdo e controle dessas impurezas para limitar o risco
carcinogénico em potencial (ICH M7, 2014).

O guia M7(R1) descreve a avaliagao de risco das impurezas mutagénicas, a
partir de uma analise inicial das reais e potenciais impurezas pela realizacdo de
buscas em bancos de dados e pesquisas bibliograficas sobre carcinogenicidade e
mutagenicidade bacteriana para classifica-las como Classe 1, 2 ou 5, de acordo com
a Tabela 6. Se os dados para tal classificagcdo n&do estiverem disponiveis, o guia
recomenda realizar uma avaliacdo das relagdes estrutura-atividade que se concentre
nas previsdes de mutagenicidade bacteriana, o que poderia levar a uma classificagao
na classe 3, 4 ou 5.

3.5.1 Ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade

. O ensaio de viabilidade baseado no metabolismo celular através da redugao
do sal MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difenil tetrazolio) é considerado
como o primeiro exemplo de um sal de tetrazdlio que foi usado no desenvolvimento
de um ensaio de viabilidade de multiplos pocos para células de mamiferos. O ensaio
de MTT baseia-se na redugao do sal de tetrazdlio soluvel, de coloracdo amarela, em
um produto insoluvel de cor azul pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase .
A reducgdo do anel de tetrazdlio do MTT leva a formagéo de cristais de formazan,
substancia impermeavel as membranas celulares que se acumula nas células
saudaveis (MOSMANN, 1983). O ensaio MTT é extremamente bem caracterizado e
referenciado até os dias de hoje na literatura, e é frequentemente um padrao ouro com

o qual novos métodos de ensaio de viabilidade/citotoxicidade sdo comparados.
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Tabela 6. Classificacdo das impurezas em relagdo ao potencial mutagénico e

carcinogénico com resultados de agdes de controle.

Definicao

Classe Proposta de acao para
controle
1 Carcinogenicidade e mutagenicidade Controle dos niveis permitidos
conhecida ou abaixo do limite aceitavel
especifico do composto
2 Mutagénicos conhecidos com potencial  Controle dos niveis permitidos
carcinogénico desconhecido ou abaixo dos limites
(mutagenicidade bacteriana conhecida*, aceitaveis (TTC™* apropriado)
auséncia de dados de carcinogenicidade
em roedores)
3 Alerta estrutural, estrutura n&o Controle dos niveis permitidos
relacionada com a substancia ou abaixo dos limites
farmacoldgica; auséncia de dados sobre  aceitaveis (TTC** apropriado)
mutagenicidade ou conduzir ensaio de
mutagenicidade bacteriana
Se nao mutagénico = classe 5
Se mutagénico = classe 2
4 Alerta estrutural, mesmo alerta na Tratar como impureza nao’
substancia farmacologica ou compostos mutagénica
relacionados com o farmaco (por
exemplo, intermediarios no processo)
que foram testados e nao séao
mutagénicos
5 Auséncia de alerta estrutural ou estrutura Tratar como impureza ndo

de alerta com dados suficientes que
demonstram falta de mutagenicidade ou
carcinogenicidade

mutagénica

* Ou outros dados relevantes de mutagenicidade positiva indicativos de reatividade
no DNA relacionados com a inducao de mutacdes genéticas (por exemplo,
resultados positivos em estudos in vivo de mutacdes genéticas).

** TTC “threshold of toxiciological concern”.

Fonte: (ICH M7, 2014).

O ensaio do Vermelho Neutro baseia-se na absor¢cdo do vermelho neutro, um
corante supravital, e seu acumulo nos lisossomas de células viaveis ndo lesionadas.
A capacidade das células em incorporar o corante relaciona-se diretamente com a
viabilidade das mesmas. Este ensaio tem sido usado para mensurar a citotoxicidade
relativa de uma gama de agentes,

incluindo surfactantes, medicamentos,

neurotoxinas, poluentes aquaticos, dentre outros (ARBO et al., 2014).
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Sabe-se que espécies reativas, também chamadas de radicais livres,
contribuem de forma significativa para o desenvolvimento de doencgas relacionadas a
idade e processos de envelhecimento. A fim de prever o desenvolvimento de possiveis
patologias relacionadas a estas entidades quimicas, empregam-se alguns métodos
para medir a formagao de tais substancias a nivel celular. Um deles ¢é a utilizacdo de
sondas fluorescentes como a Diclorodihidrofluoresceina (DCFH), que pode ser
utilizada como marcador oxidativo tanto no meio intracelular quanto no extracelular.
As células vivas incorporam a 2,7-diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), a
qual €& enzimaticamente hidrolisada por estearases intracelulares a 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH), que nao é fluorescente. Na presencga de espécies
reativas, a DCFH é oxidada a forma 2,7-diclorofluoresceina (DCF), que é fluorescente
(HALLIWELL & WHITEMAN, 2004; SILVEIRA et al., 2004).

A avaliacdo do potencial mitocondrial também contribui para a avaliagao de
testes toxicologicos. As mitocondrias podem sofrer apoptose através de alteragdes
que ocorrem no potencial interno da membrana. Mudangas em diversos fatores como
bomba de prétons e fosforilagdo oxidativa podem ser deletérias para a célula. O ensaio
com etil ester tetrametilrodamina (TMRE) é utilizado para avaliar o potencial de
membrana mitocondrial. Os derivados fluorescentes de certos compostos lipofilicos,
como o TMRE, concentram-se no interior das mitocdndrias mantendo o potencial de
membrana interior. Portanto, a captacdo de TMRE pode ser usada para determinar
gquantitativamente o potencial transmembrana mitocondrial em células vivas (MITRA
& LIPPINCOTT-SCHWARTZ, 2010; ZOROVA et al., 2018).

Ja os compostos genotoxicos sdo aqueles que causam danos ao DNA, que
poderia levar a mutacdo do codigo genético. A possibilidade de um composto
genotdxico ser cancerigeno depende de testes in vivo. A abordagem mais utilizada é
avaliar compostos genotoxicos conhecidos como potenciais carcindgenos
(ROBINSON et al., 2010).

O ensaio cometa € um dos métodos padrdes para avaliar os danos ao DNA em
células eucaridticas. Apresenta como vantagens a simplicidade do método,
sensibilidade, versatilidade, rapidez e economia, sendo um teste bastante utilizado
para avaliar a seguranca de medicamentos. Este ensaio € aplicado na area de
toxicologia genética para avaliar genotoxicidade tanto in vitro quanto in vivo, podendo-
se utilizar células humanas, de animais ou plantas (ROJAS et al., 1999; COLLINS,
2004; VASQUEZ, 2010). O fundamento do teste consiste na analise da migracao
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eletroforética do DNA obtidos apds lise celular em uma fina camada de agarose.
Combina a técnica de eletroforese em gel com microscopia fluorescente. Durante o
ensaio, as células sdo incorporadas em um gel e sdo espalhadas em uma lamina.
Posteriormente, sdo lisadas com o uso de detergentes e alta forgca ibnica e,
posteriormente, submetidas a uma corrente elétrica que age como uma forca
proporcionando a migragao dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras. Ao
final do teste, as células que apresentam nucleo redondo s&o consideradas normais
e as ceélulas lesadas sao identificadas visualmente por uma espécie de cauda, similar
a um cometa, formada pelos fragmentos de DNA (AFANASIEVA & SIVOLOB, 2018).

3.5.2 Ensaios de genotoxicidade

Os testes de genotoxicidade podem ser definidos como testes in vitro e in vivo
destinados a detectar compostos que induzem dano genético por diversos
mecanismos (ICH S2(R1), 2011).

Uma das técnicas mais empregadas para detecgéo de genotoxicidade tem sido
o Teste Cometa, uma vez que este consegue detectar lesbes pré-mutagénicas. O
Teste Cometa, ou teste de células individualizadas em gel de agarose, € uma técnica
util para o estudo de danos e reparos no DNA. As células, englobadas em gel e
espalhadas sobre uma lamina, sdo submetidas a uma corrente elétrica que age como
uma forga que proporciona a migragdo dos segmentos de DNA livres, resultantes de
quebras, para fora do nucleo. Apds a eletroforese, as células que apresentam um
nucleo redondo sdo identificadas como normais, sem dano detectavel no DNA. Por
outro lado, as células lesadas sao identificadas visualmente por uma espécie de
cauda, similar a um cometa, formada pelos fragmentos de DNA (HARTMANN et al.,
2003).

3.6 Metodologia analitica para andlise de farmacos e impurezas

relacionadas

Uma ampla gama de métodos esta disponivel para monitorar as impurezas
nos produtos farmacéuticos. O critério principal para a escolha do melhor método é a
capacidade deste de diferenciar todos os compostos presentes em uma determinada
amostra. Este requisito reduz a escolha a métodos essencialmente espectroscopicos

e de separagao ou, ainda, uma combinacdo de ambos. Além disso, com relagao a
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determinacao de impurezas em produtos farmacéuticos, seja na matéria-prima ou no
produto acabado, demanda-se por métodos analiticos suficientemente sensiveis, isto
€, que sejam capazes de detectar com confiabilidade quantidades muito pequenas
dessas substancias nas amostras.

Os principais métodos espectroscopicos dos quais se pode fazer uso nesse
tipo de analise sdo a espectrofotometria no ultravioleta (UV) e no infravermelho (1V),
a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e a espectrometria de
massas (EM). Em geral, IV, RMN e EM s&o excelentes técnicas de caracterizagdo de
impurezas que foram previamente isoladas. Ja a espectrofotometria na regidao do UV
€ mais utilizada para analisar amostras por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
sendo esta combinagdo comumente empregada nas anadlises farmacéuticas
(RAMACHANDRA, 2017).

Dentre os métodos de separagao, os mais utilizados sao a cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), cromatografia liquida de ultraeficiéncia (CLUE), eletroforese capilar
(EC) e cromatografia de fluido supercritico (CFS). Com excecdo da eletroforese

capilar, todas as demais sao técnicas cromatograficas (HOLM; ELDER, 2016).
3.6.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica com vasta
aplicacdo na area quimica e farmacéutica. E um processo fisico utilizado na
separacgao, identificacdo e quantificagcdo de cada constituinte de uma mistura, cujo
fundamento depende da interacao entre a fase estacionaria, o analito e a fase mével.
O solvente que compreende a fase mével é impulsionado por uma bomba de alta
pressdo fazendo com que a amostra migre de acordo com as interagdes e as
propriedades fisico-quimicas da fase movel e da fase estacionaria, a qual esta contida
no interior da coluna cromatografica. Apds a separagao dos componentes da mistura
de acordo com suas interacbes em maior ou menor grau com a fase estacionaria,
estes sdo direcionados para o detector, onde um software capta o sinal gerado em
funcao do tempo de analise, gerando um cromatograma que relaciona a area do sinal
com a concentragao do analito (LANCAS, 2009; NOGUEIRA et al., 2011).

E um método que oferece grandes beneficios em termos de conveniéncia,
precisdo, velocidade e capacidade de realizar separacgdes dificeis. O fato de poder ser

utilizada com diferentes tipos de detectores, como fluorescéncia, arranjo de diodos,
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espectrometria de massas, dentre outros, agrega mais uma vantagem ao seu uso
(SHAH et al., 2012). O uso da CLAE como método de separagao acoplado a alguma
técnica de identificagdo, como espectrometria de massas ou ressonancia magnética
nuclear, tem se tornado uma escolha acertada para quantificacdo e identificacéo de
impurezas e substancias relacionadas em produtos farmacéuticos, e atualmente

encontra-se bastante inserida na rotina dos laboratérios de controle de qualidade.
3.6.2 Cromatografia liquida de ultraeficiéncia

A partir da necessidade de se aumentar a eficiéncia das separacdes
cromatograficas juntamente com uma redugao no tempo de analise, o sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi aprimorado pelos fabricantes resultando no
gue se conhece hoje por cromatografia liquida de ultraeficiéncia (CLUE).

Com mecanismo de separacao similar a CLAE, o sistema de CLUE se
diferencia principalmente no tamanho das particulas que compreendem a fase
estacionaria, as quais foram reduzidas a didmetros menores que 1,8 ym, bem como
no comprimento das colunas cromatograficas (tipicamente < 5 cm). Para suportar as
elevadas pressdes geradas por particulas de didmetro muito pequeno (abaixo de 3
pm), foi necessario estabelecer um novo sistema capaz de operar com particulas de
menor tamanho, uma vez que suporta pressdes mais elevadas que a CLAE
convencional. Além do aumento da eficiéncia das colunas, a diminuicado do tamanho
das particulas traz um beneficio adicional: permite operar-se com fases méveis a
elevada velocidade linear média sem perda significativa de eficiéncia e com um
reduzido tempo de analise (LANCAS, 2011). Neste sistema, o volume de injecao da
amostra deve ser pequeno, entre 0,1 e 50 yL, a fim de evitar o espalhamento da
amostra resultando no alargamento do pico cromatografico (MALDANER; SALES;
JARDIM, 2009).

Como consequéncia das mudangas cromatograficas observadas nos
cromatografos de ultraeficiéncia, outra vantagem desta técnica é a redugao no uso de
solventes organicos, aspecto diretamente ligado ao custo das andlises e ao seu

impacto no meio ambiente pela geragao de residuos (NOGUEIRA et al., 2011).
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3.6.3 Eletroforese Capilar

A eletroforese € um método fisico de analise baseado na migragao de solutos
carregados, dissolvidos em uma solugao eletrolitica, sob influéncia de uma corrente
elétrica. Quando este fendbmeno ocorre no interior de um tubo capilar, com dimensdes
que podem variar entre 15 a 100 ym de diametro interno e 40 a 100 cm de
comprimento, denomina-se eletroforese capilar (EC), sendo considerada como uma
das mais eficientes técnicas de separacado disponiveis para a analise de moléculas
grandes e pequenas (SEKHON, 2011).

Os eletrodos conectados a uma fonte de energia sao colocados nos
compartimentos dos eletrodos para gerar uma diferenca de voltagem nestes
compartimentos. Como resultado, um campo elétrico é criado no capilar que permite
a migracao de moléculas carregadas. Os cations migram em diregdo ao eletrodo
carregado negativamente (catodo), enquanto os anions sao atraidos em direcdo ao
eletrodo carregado positivamente (dnodo). Um detector € colocado ao final do capilar
e é geralmente conectado a um sistema de processamento de dados. O sistema de
controle de temperatura € a chave para manter um desempenho consistente; portanto,
o capilar, os compartimentos de eletrdlito, o sistema de detecgédo (na coluna) e os
frascos de amostras (carrossel) sao alojados em um ambiente de temperatura
controlada (ALTRIA, 2005).

Assim como outras técnicas de separagao analitica, a eletroforese capilar
também pode variar quanto ao modo de separagao efetuando-se pequenas variagoes
de condi¢des como o eletrolito de corrida, tipo de capilar utilizado e tipo de detecgéao.
Com relagcado ao sistema de deteccdo, o modo mais comum se da pelo método
espectrofotométrico de absorgéo na regido ultravioleta (UV ou UV-vis), o qual depende
da presenca de grupamentos croméforos na molécula a ser analisada. No entanto,
sdo muitos os tipos de detecgdo que podem ser utilizados pela técnica de EC, como
por exemplo: emissao por fotodiodo, fluorescéncia, quimiluminescéncia, ressonancia
magnética nuclear, deteccdo condutométrica sem contato, dentre outros (SEKHON,
B.S., 2011).

A eletroforese capilar também possui diferentes classificacbes de acordo com
o0 modo de separagao, destacando-se a eletroforese capilar de zona (capillary zone
electrophoresis — CZE), cromatografia eletrocinética micelar (micellar electrokinetic

chromatography — MEKC) e cromatografia eletrocinética de microemulsdo (MEEKC).
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Embora a CZE seja, amplamente, o0 modo mais utilizado, em alguns casos sua
aplicacao na separagado de analitos ndo se faz possivel. Uma vez que o principio
dessa técnica consiste na eluicdo dos compostos através da sua ionizacdo, muitas
vezes ndo ha formagéo de espécies carregadas. Nessas situagdes, é possivel recorrer
a alguma das variantes da técnica, como é o caso da MEKC e da MEEKC.

O diferencial destas ultimas consiste, principalmente, na utilizagdo de um
agente tensoativo junto ao eletrdlito. A presenga de surfactantes no tampéo acima da
concentragdo micelar critica (CMC) cria uma fase pseudoestacionaria que permite
separagdes de compostos neutros que nédo seriam adequadamente separados pelo
método tradicional (CZE).

Aditivos como CDs, reagentes de pares de ions, uréia, solventes organicos e
ions metalicos modificam a fase aquosa. A fase pseudoestacionaria micelar e a fase
tampao aquosa circundante migram a uma velocidade diferente e a particao de solutos
neutros entre as duas fases, permitindo, assim, a separacao eficiente entre os analitos
(HANSEN & SHERIBAH, 2005).

Assim como a CLUE, a eletroforese capilar € uma técnica que apresenta como
principal vantagem o uso de quantidades reduzidas de amostra e de solventes,
contribuindo para uma analise mais sustentavel e menos onerosa. No entanto, como
desvantagem, esta a maior dificuldade em alcangar a reprodutibilidade do método
(AHUJA, 2007; ALTRIA, 2005).

3.7 Validacao da metodologia analitica

No controle de qualidade de medicamentos, tdo importante quanto o resultado
em si é assegurar a confiabilidade do resultado obtido em determinada analise. Logo,
€ indispensavel proceder com a validagdo do método analitico, apdés o
desenvolvimento do mesmo, de forma a comprovar que os resultados por ele gerados
sao confiaveis e que o método proposto é adequado para realizar as analises a que
se destina.

De acordo com a RDC 166 de 2017 da ANVISA, a validagado deve garantir, por
meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar
seletividade, linearidade, intervalo, precisao, limites de deteccdo e quantificacédo e
exatiddo adequados a analise (BRASIL, 2017).
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Os métodos analiticos sao divididos em quatro categorias, e, de acordo com a
sua finalidade, sao pré-definidos quais parametros devem ser avaliados durante a
validacgao.

Os ensaios quantitativos para determinacdo de impurezas e produtos de
degradagao em produtos farmacéuticos e matérias-primas se enquadra na categoria
Il da RDC 166/2017 para a qual se determina que o método seja validado nos
seguintes parametros: seletividade, linearidade, repetibilidade e preciséo
intermediaria, limite de quantificagdo e exatidao (BRASIL, 2017).

Para proceder com a validagao de uma metodologia analitica, é indispensavel
fazer uso de substancias de referéncia oficializadas pela Farmacopeia Brasileira ou,
na auséncia destas, por outros codigos autorizados pela legislagéo vigente. No caso
da inexisténcia dessas substancias, admite-se o uso de padrdes de trabalho, desde

que a identidade e o teor sejam devidamente comprovados (BRASIL, 2017).
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41 Introducao

A garantia da qualidade de um medicamento perpassa todo o seu processo de
fabricagdo, desde a chegada da matéria-prima até a liberagdo do produto acabado.
Cabe ao laboratério de controle de qualidade monitorar cada uma das etapas deste
processo para que, ao final, se obtenha um produto que atenda as especificagdes de
eficacia e seguranca pré-estabelecidas pelos érgaos reguladores.

Um dos aspectos fundamentais para demonstrar a qualidade de um
medicamento € a quantificagcdo da substancia ativa presente na formulagao. O teor de
farmaco no produto final deve atender os critérios de aceitagdo, caso contrario o
medicamento podera ter seu efeito farmacoldgico comprometido ou, ainda, causar
algum tipo de toxicidade decorrente de uma superdosagem.

Um procedimento analitico é desenvolvido para testar uma caracteristica
definida do farmaco ou medicamento contra critérios de aceitagao estabelecidos para
essa caracteristica. No inicio do desenvolvimento de um novo procedimento analitico,
a escolha da instrumentagdo analitica e da metodologia deve ser selecionada com
base na finalidade pretendida e no escopo do método (FDA, 2015). Além disso, o
método desenvolvido deve ser validado, de modo a fornecer dados suficientes para
comprovar que a metodologia proposta € adequada e fornece resultados confiaveis
(BRASIL, 2017).

Considerando que a dapagliflozina € um medicamento recente e a literatura a
respeito das técnicas para analise de teor do farmaco é escassa, o objetivo deste
capitulo foi desenvolver e validar dois métodos analiticos com diferentes fundamentos
para a quantificacdo da dapaglifiozina em comprimidos, tracando um paralelo
comparativo entre as duas técnicas, com suas vantagens e desvantagens para

aplicagao na rotina dos laboratérios de controle de qualidade.
4.2 Materiais
4.2.1 Substancia quimica de referéncia (SQR) de dapagliflozina

A substancia quimica de referéncia da dapagliflozina foi adquirida por
importacdo da empresa Ontario Chemicals, Inc. (Canada). A SQR apresenta-se na

forma de p6 branco, com grau de pureza de 98,4%, atestado pelo laudo do fornecedor.
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4.2.2 Produto farmacéutico

Os comprimidos revestidos de dapaglifiozina 10mg (Forxiga®), da marca
Bristol-Myers Squibb Company, utilizados nos ensaios analiticos foram adquiridos no
comércio local. Os excipientes presentes nos comprimidos sao: celulose
microcristalina, lactose anidra, crospovidona, dioxido de silicio, estearato de

magneésio, alcool polivinilico, didxido de titanio, macrogol, talco e 6xido férrico amarelo.
4.2.3 Solugcdo amostra

A amostra utilizada no desenvolvimento e validagdo dos métodos foi preparada
a partir dos comprimidos de Forxiga® que foram pesados para determinagao do peso
meédio e posteriormente finamente pulverizados com gral e pistilo. A extracdo da
dapagliflozina da sua forma farmacéutica foi realizada pela dissolu¢do do pé dos
comprimidos em acetonitrila por 30 minutos em banho de ultrassom. Em seguida, o
volume do baldo volumétrico foi completado com o0 mesmo solvente e a solugao foi

filtrada usando papel filtro.
4.2.4 Solucado placebo

A solucéao placebo foi preparada pela pesagem dos excipientes contidos nos
comprimidos de Forxiga®, nas quantidades indicadas pelo Handbook of
Pharmaceutical Excipients (ROWE; SHESKEY, 2006), seguida do mesmo

procedimento realizado no preparo na solugdo amostra.
4.3 Desenvolvimento do método por CLAE

O equipamento utilizado no desenvolvimento do método por CLAE foi o
cromatografo liquido da marca Agilent, modelo LC 1200 series, equipado com uma
bomba quaternaria, um autoinjetor, compartimento com termostato e detector de
arranjo de diodos. O sistema utilizado para aquisicao de dados e analise de resultados

foi o software ChemStation (Verséo B03.02).
4.3.1 Ensaios preliminares

A etapa precedente ao desenvolvimento do método cromatografico para a
quantificagdo da dapagliflozina foi a determinagao do solvente mais adequado para a
solubilizacdo da SQR, bem como para a extragao da substancia ativa da sua forma
farmacéutica. Em paralelo, as solugbes foram submetidas a uma varredura em

espectrofotdmetro (Shimadzu, modelo 1800), a fim de verificar o(s) comprimento(s)
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de onda de maior absor¢do do farmaco para posterior aplicagdo na analise
cromatografica. O desenvolvimento do método se deu a partir dos testes de
composic¢ao de fase movel concomitante a escolha da coluna cromatografica.

A acetonitrila mostrou-se o solvente mais adequado para a solubilizagcdo da
SQR de dapagliflozina e para sua extragdo da forma farmacéutica. A solugéo
dissolvida em acetonitrila apresentou boa absorg¢ao na regido do ultravioleta, onde foi
escolhido o comprimento de onda de 230 nm como melhor op¢ao para a detecgédo do
farmaco.

A composicdo da fase movel inicialmente testada foi uma mistura de parte
iguais de agua e acetonitrila (50:50, v/v) e uma coluna de separagao do tipo C18 de
150 mm de comprimento. Foi preparada uma solugéo estoque de dapagliflozina SQR
a 100 pyg/mL em acetonitrila, posteriormente diluida a 20 pg/mL, filtrada em filtro de
0,45 um de didmetro e injetada no sistema cromatografico.

A partir deste ponto, inumeras modificagcbes foram conduzidas, tanto na
composicao/propor¢cao da fase mével quanto no tipo de fase estacionaria, a fim de
alcangar as melhores condi¢gbes analiticas para a quantificagdo da dapagliflozina em
comprimidos. Dentre os testes realizados, destaca-se o uso de modificadores
organicos como acido fosforico, alteragdes na vazao e na proporgcéo dos componentes
da fase moével e polaridade do recheio da fase estacionaria. Neste ultimo aspecto,
foram testadas colunas classicas (C8 e C18) de marcas e tamanhos variados, bem
como colunas com algum grupo polar embutido, como fenil e ciano. Apds avaliar os
cromatogramas e os parametros cromatograficos da analise do farmaco em cada uma
das condicbes testadas, o método foi definido conforme consta na (Tabela 7). O
cromatograma correspondente estd ilustrado na Figura 3.

Com base no resultado obtido nestas condi¢cdes, o método foi considerado

definido, podendo ser iniciada a validagao analitica do mesmo.

Tabela 7. Condicbes cromatograficas definidas para o método de
quantificacao de dapagliflozina em comprimidos.

Parametro Descrigao
Equipamento CLAE Agilent, LC 1200
Fase movel Acetonitrila:agua (65:35, v/v)
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Vazéao da fase movel 1,0 ml/min

Deteccao Detector DAD 230 nm
Coluna cromatogréfica Fenil (4,6 x 250 mm, 5 ym), Waters
Temperatura da coluna 25°C

Volume de injegao 20 L

Diluente Acetonitrila: agua (50:50, v/v)

Fonte: Autora

DAD1 C, Sig=230,4 Ref=360,8 (C:\CHEM32\1\DATA\DAPA LIVIA DEGRAD\DEF_LC\003-0301.D)
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Figura 3. Cromagrama representativo da injecdo de dapagliflozina SQR 100 ug/mL.
Condic¢des cromatograficas: fase movel ACN: agua (65:35, v/v), vazdo 1,0 mL/min,
volume de inje¢ao de 20 pL. Coluna: fenil (4,6 x 250 mm, 5 um), 25 °C.

4.3.2 Validagdo do método analitico por CLAE

A validagéo do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi efetuada
conforme previsto na legislagdo vigente através da avaliagdo dos seguintes
parametros analiticos: especificidade, limites de detec¢ao e quantificacao, linearidade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo e robustez (BRASIL,
2017).
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4.3.2.1 Teste de especificidade/seletividade

A especificidade do método foi avaliada pela injecdo da solugédo placebo
contendo todos os excipientes presentes na formulagao dissolvidos em acetonitrila e
o cromatograma foi comparado com a solugao do padrao de dapagiflozina.

Além disso, estudos de degradacéao forgcada dos comprimidos de dapagliflozina
foram conduzidos para verificar a possivel interferéncia dos produtos de degradacgéao
na quantificacdo da substancia ativa.

A solucdo amostra foi preparada conforme descrito no item 4.2.3 e submetida
as seguintes condigdes de degradagao: para degradacgao acida, alcalina e oxidativa,
aliquotas de 5 mL da solugao estoque foram transferidas para balées volumétricos de
20 mL, adicionados 5 mL de HCI 1M ou NaOH 1M ou H202 3% e o volume final
completado com o diluente. Para avaliacdo da fotoestabilidade do farmaco, aliquotas
da mesma solugao estoque foram colocadas em camaras espelhadas (100 x 18 x 17
cm) equipadas com lampadas UVA (352 nm) e UVC (254 nm). Para degradacgao
térmica, aliquota da solucao estoque foi mantida em estufa a uma temperatura de 60
°C. A cada hora, durante cinco horas, uma aliquota de cada solugdo, em todas as
condicbes de estresse, foi diluida e injetada no sistema cromatografico na
concentracdo de 100 pg/mL. Todas as amostras foram filtradas usando filtros de

membrana de 0,45 ym antes de serem injetadas.
4.3.2.2 Limites de detecgédo e quantificacdo

Os limites de deteccao e quantificacdo da dapagliflozina foram estabelecidos
com base nos dados de desvio padrao do intercepto (s) e inclinagao média ( | ), obtidos

a partir das trés curvas padrao, conforme as equacgdes abaixo (BRASIL, 2017).

Calculo do Limite de Detecgao:

LD = (3,3.5) /1

Calculo do Limite de Quantificagao:

LD = (10. ) /|

51



4.3.2.3 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada pela construgcado de trés curvas padréo,
em trés diferentes dias, nas quais foram efetuadas trés determinacdes de cada
concentracao.

Para a construgao das curvas padrao, foi preparada uma solugao estoque de
dapagliflozina SQR na concentragao de 500 ug/mL. A partir desta solugdo, sucessivas
diluicdes foram realizadas obtendo-se as concentragdes finais conforme demonstrado

na Tabela 8.

Tabela 8. Diluigées de dapagliflozina SQR para construgéo da curva padréo.

Volume de solucao estoque Volume final Concentragao

(500 pg/ml)
0,6 mL 10 mL 30 pug/mL
1,0 mL 10 mL 50 pug/mL
2,0 mL 10 mL 100 pg/mL
2,5mL 10 mL 125 pg/mL
3,0 mL 10 mL 150 pg/mL
3,5mL 10 mL 175 pg/mL

Fonte: Autora

4.3.2.4 Preciséo (repetibilidade e precisdo intermediaria)

Para verificar a precisdo intradia do método (repetibilidade) foram preparadas,
individualmente, seis solugcbes amostra a partir do pool de comprimidos de
dapagliflozina. As solugcbes amostra do produto farmacéutico foram preparadas
conforme descrito no item 4.2.3, pesando-se quantidade de p6 equivalente a 10 mg

do farmaco dissolvidos em baldo volumétrico de 20 mL, obtendo-se uma solugao
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estoque de 500 pg/mL. Esta solugao foi diluida e injetada na concentracao de 100
Mg/mL, correspondente ao ponto médio da curva padrao.

A solugéo de dapagliflozina SQR também foi injetada a uma concentragéo final
de 100 pg/mL.

Para verificacdo da precisédo intermediaria, o procedimento foi 0 mesmo da
repetibilidade, sendo executado em trés dias distintos.

A precisdo do método foi avaliada pela analise dos desvios padrao relativos
(DPR) entre as analises de um mesmo dia (repetibilidade) e também entre as analises

dos trés dias, para a verificagao da precisao intermediaria.

4.3.2.5 Exatidao

A analise da exatiddo do método foi realizada através da adigcdo de
concentragcdo conhecida de dapagliflozina SQR a solugdo amostra. A concentragao
da solucdo amostra foi mantida constante, sendo modificadas as concentracées do
padrao adicionado em trés niveis dentro da faixa de linearidade: concentracao baixa
(R1), média (R2) e alta (R3), conforme ilustrado na Tabela 9. Também foram injetadas
a solucdo amostra e a solugdo padrao individualmente. Todas as amostras foram

preparadas em triplicata, e cada uma analisada trés vezes.

Tabela 9. Preparo das solugdes para avaliacdo_da exatiddo pelo teste de

recuperacao.
Volume de Volunle de

~ solucao de ~

solucao amostra . . Concentragao
et - dapagliflozina .
de dapagliflozina . final (ug/mL)
500 pg/mL* (mL) SQR 500 pg/mL
(mL)

Amostra 1,0 mL - 100,0
R1 1,0 mL 0,25 mL 125,0
R2 1,0 mL 0,50 mL 150,0
R3 1,0 mL 0,75 mL 175,0

Padrao - 1,0 mL 100,0

* Aliquotas adicionadas em baldes volumétricos de 5 mL.
Para o calculo da exatidao foi utilizada a equagao descrita abaixo:

53



. Concentracao média experimental
Exatidao = — — x 100
Concentragao tedrica

4.3.2.6 Robustez

A robustez do método desenvolvido para a andlise de dapagliflozina em
comprimidos foi avaliada através da observagdo do perfil cromatografico apds
alteragdes em alguns parametros do sistema cromatografico.

Para cada modificagao efetuada, a amostra foi injetada trés vezes, e a média
dos resultados comparados com a condicdo normal. Na Tabela 9 estdo expostas as

alteracdes definidas para a verificacdo da robustez do método.

Tabela 10. Alteragcbes nas condi¢gdes do método cromatografico para avaliacao da
robustez.

Parametro Condicgao Alteragao 1 Alteragao 2
normal
Vazao da fase movel 1,0 ml/min 0,8 ml/min 1,2 ml/min
B . 65:35 (v/v) 63:37 (v/v) 67:33 (V/v)
Propor¢des da fase movel
acetonitrila: agua (v/v)
Temperatura da coluna 25°C 23°C 27°C

4.3.3 Resultados e discussao
4.3.3.1 Especificidade

Ao desenvolver-se um método para a quantificagcao de farmacos em produtos
farmacéuticos, € necessario garantir que o método seja capaz de separar, de forma
confiavel, o(s) analito(s) de interesse sem interferéncia dos excipientes da formulacao,
bem como dos produtos de degradacao eventualmente formados.

O que se espera é que na amostra do placebo nao ocorra formagao de nenhum
pico cromatografico, especialmente no tempo de retengéo préoximo ao do farmaco.

Além disso, a confirmacdo da seletividade do método deve ser feita pela
injecdo da amostra degradada sob diferentes condigbes, a fim de verificar se os

produtos de degradagédo formados interferem na quantificagdo da substancia de
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interesse. O uso do detector de arranjo de diodos € uma ferramenta valida para
confirmar a pureza e a identidade do pico do farmaco.
Abaixo estao representados os cromatogramas correspondentes aos estudos

de degradacgao forgcada dos comprimidos de dapagliflozina (Figura 4).
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Figura 4. Cromatogramas representativos dos estudos de degradagao forgada das
solugdes de comprimidos de dapagliflozina 100 ug/mL, nas seguintes condig¢des:
amostra ndo degradada (a); degradagao em meio acido (HCI 1M, 5h) (b); degradacgéao
em meio alcalino (NaOH 1M, 5h) (c) e degradagao oxidativa (H202 3%, 5h) (d).

Como se pode observar nos cromatogramas acima, o farmaco mostrou-se
suscetivel as degradacdes em meio acido, alcalino e oxidativo, originando novas
entidades quimicas apds a exposicao de 5 horas. No entanto, os produtos de
degradacdo formados nao interferem na quantificagdo da dapagliflozina,
comprovando que o método desenvolvido apresenta seletividade adequada. Sob as

condigdes de radiagao e calor, a amostra se manteve estavel ao longo de todo periodo
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de analise. Os dados de pureza do pico do farmaco foram adquiridos pelo software do
préprio equipamento, e confirmaram que nao ha interferéncia ou coeluicdo com outras

substancias

4.3.3.2 Limites de detecg¢do e quantificagdo

Os limites de deteccéo e quantificacdo do método, obtidos através dos dados
da curva padréao, foram de 2,2 e 6,5 pg/mL, respectivamente. Tais valores representam
que o método possui sensibilidade adequada para a determinagao e quantificagao da

dapagliflozina em amostras de comprimidos.
4.3.3.3 Linearidade

A verificagdo da linearidade de um meétodo analitico deve compreender,
primeiramente, uma analise visual do grafico da curva padrdo, com o objetivo de
detectar um possivel desvio de linearidade. Além disso, os resultados dos testes
deverao ser tratados por métodos estatisticos apropriados para comprovagao da
relagao linear entre as respostas analiticas e a concentragdo do analito na amostra.

Aavaliagao da linearidade foi realizada pela analise de regresséo linear, na qual
foi determinada a equacéao da reta pelo método dos minimos quadrados, com analise

de variancia para confirmar a linearidade do método.

9000 Curva de Padrao Média

8000
7000
6000
g 5000
E 4000
3000
2000
1000

y = 44.658x + 64.218
r>=0.9998

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
Concentragao (ug/mL)

Figura 5. Representacao grafica da curva padrao da dapagliflozina obtida
pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
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A Figura 5 mostra a representacao grafica da curva padrao obtida através do
método, bem como a equacgao da reta e o coeficiente de determinacao (r2).

A Tabela 11 apresenta os resultados correspondentes a analise de regressao
linear (p < 0,05) dos dados determinados a partir da curva padrdo média da

dapagliflozina.

Tabela 11. Estatistica de regressao linear da dapagliflozina.

Estatistica de regressdo

R multiplo 0,999937399
R-Quadrado 0,999874802
R-quadrado
ajustado 0,999843502
Erro padrao 31,85544335
Observagoes 6
ANOVA
Fde
Gl sQ mMQ F significacdo
Regressao 1 32417102,26 32417102,26 31945,29356 5,87823E-09
Residuo 4 4059,077083 1014,769271
Total 5 32421161,33
95% 95% Inferior Superior
Coeficientes Erro padrio Stat t valor-P inferiores superiores 95,0% 95,0%
Intersecio 25,4198 29,4681 0,8626 0,4370 -56,3967 107,2363 56,3967  107,2363

Varidvel X 1 45,0119 0,2518 178,7325 0,0000 44,3127 45,7111 44,3127 45,7111

A Tabela 12 apresenta os dados para o calculo do residuo padronizado de regressao

linear, realizado sobre os resultados obtidos na linearidade.

Tabela 12. Residuos da regresséao linear obtidos a partir dos resultados da

linearidade da dapagliflozina.

Observacgdo Y previsto Residuos Residuos padrédo
1 1375,776042 32,22395833 1,1309678
2 2276,013542 -22,01354167 -0,772611686
3 4526,607292 -39,60729167 -1,390101459
4 5651,904167 26,09583333 0,915888324
5 6777,201042 -10,20104167 -0,358027078
6 7902,497917 13,50208333 0,4738841
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A Figura 6 representa os residuos obtidos a partir da curva de regressao linear
da dapagliflozina.

O estudo de regresséo linear pelo método dos minimos quadrados forneceu
uma equacgao da reta y = 44.658x + 64.218, com um coeficiente de determinacao (r2)
de 0,9998.

A andlise do grafico dos residuos permite afirmar que n&o ha tendéncia nos
mesmos, sendo aleatoriamente distribuidos com auséncia de amostras atipicas, de
maneira que se pode afirmar haver homocedasticidade. Os residuos padronizados
também sdo adequados, uma vez que se encontram todos contidos no intervalo entre
+2e-2.

Distruibuicao de residuos
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Figura 6. Representacgao grafica da distribuigdo residual de regressao
linear da dapagliflozina.

A ANOVA da regressao apresenta elevada significancia (F de significacdo =
5,88E-09). Além disso, o intercepto, no intervalo de confianga, contém o zero,
enquanto que o coeficiente angular é significativamente diferente de zero.

Deste modo, comprova-se que o método proposto possui relacao linear entre a
area e a concentracido do analito no intervalo avaliado.

4.3.3.4 Preciséo

O estudo completo da precisdo do método foi conduzido por trés dias, sendo

cada dia avaliado individualmente para verificagao da repetibilidade. Ao final das trés
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analises, as médias dos DPR foram relacionadas para compor o resultado da preciséo
intermediaria.
A Tabela 13 apresenta os valores experimentais obtidos na determinagao da

dapagliflozina em comprimidos nos trés diferentes dias.

Tabela 13. Resultados obtidos nos testes de repetibilidade e precisdo
intermediaria.

REPETIBILIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA

DIA1 (ug/mL) DIA2 (ug/mL) DIA 3 (ng/mL)

INTERDIAS
AMOSTRA1 95,81 96,89 96,08
AMOSTRA 2 97,16 96,24 97,89
AMOSTRA 3 96,15 96,57 97,38
AMOSTRA 4 97,44 96,27 96,11
AMOSTRAS 97,83 95,54 97,78
AMOSTRA 6 97,32 96,63 96,21
MEDIA 96,95 96,36 96,91 96,74
DPR % 0,82 0,48 0,89 0,76

Fonte: Autora

Os baixos valores de DPR obtidos na avaliagao da precisao intra e inter dias
demonstram que ndo houve variagdo significativa entre as analises realizadas em um
mesmo dia, bem como entre os trés dias, indicando que o método € preciso em seus
resultados.

4.3.3.5 Exatidao

Os resultados encontrados no teste de recuperacao estdo apresentados na
Tabela 14.

Os valores encontrados no teste de recuperagdo da dapagliflozina
encontramse dentro dos limites considerados adequados para comprovagao da
exatiddo do método analitico, bem como os valores dos DPR em cada nivel de
concentracao avaliado. A recuperagao média foi de 101,25%, considerada satisfatoria

e demonstra que o método proposto é exato.
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Tabela 14. Percentuais de recuperagao da amostra em trés niveis de concentragao.

TESTE DE RECUPERAGAO

concenmuacko ‘opera’  secuperacio LR

MM g/l v (%
125,00 123,89 99,12

R1 125,00 123,37 98,69 99,12 ] 0,44
125,00 124,45 99,56
150,00 150,86 100,57

R2 150,00 152,50 101,66 101,67 | 1,08
150,00 154,16 102,78
175,00 180,90 103,37

R3 175,00 177,28 101,30 102,98 | 1,47
175,00 182,45 104,26

4.3.3.6 Robustez

A Tabela 15 traz os resultados avaliados no teste de robustez do método frente
as modificagdes propostas.

A avaliagao da robustez do método cromatografico indicou que este resiste a
pequenas modificagcdes nas condi¢des cromatograficas propostas, visto que nao
houve prejuizo na quantificagdo do farmaco ou quaisquer alteragdes significativas nos
parametros cromatograficos.

4.3.4 Conclusao

Apés a finalizagdo dos ensaios e interpretacdo dos resultados de cada
parametro avaliado, €& possivel afirmar que o método desenvolvido para a
determinacao da dapagliflozina em comprimidos atendeu aos requisitos necessarios
para garantir o seu uso de forma confiavel. Logo, pode-se afirmar que o método
desenvolvido por cromatografia liquida de alta eficiéncia esta validado, conforme

preconizado pelos guias oficiais.
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Tabela 15. Resultados obtidos na avaliagao da robustez do método.

Tempo de
Alteracao Teor (%) retencdo N Assimetria (min)
Vazéao 0,8 mL/min 97,02 4,17 11081 0,75
Vazéo 1,2 mL/min 97,99 2,27 8345 0,80
Fase movel 078
acetonitrila:agua 98,62 3,40 10026 ’
(63:37, viv)
Fase movel
acetonitrila:agua 98,50 3,25 10146 0.78
(67:33, viv)
Temperatura 23 °C 99,50 3,32 9907 0,78
Temperatura 27 °C 101,46 3,33 9945 0,79

4.4 Desenvolvimento de método por EC

Para o desenvolvimento do método de quantificacdo de dapagliflozina em
comprimidos pela técnica de EC, foi utilizado equipamento da marca Agilent 3DCE,
equipado com injetor automatico, controlador de temperatura e detector de arranjo de
fotodiodos. O tratamento dos dados foi realizado pelo software ChemStation CE.

Uma das primeiras etapas do desenvolvimento do método por eletroforese
capilar foi estabelecer a composicao do eletrdlito capaz de identificar a presenga do
farmaco na solugao de trabalho. Uma vez que ndo se encontra na literatura, até o
presente momento, estudos relacionados a determinagdo de dapagliflozina por EC,
foram testados diversos tipos de sistemas tamponantes com base nos trabalhos
publicados por Paliosa e colaboradores (2015), Barden e colaboradores (2014) e
Garcia e colaboradores (2005), variando suas concentragdes e faixa de pH. Em
paralelo, também foi investigado o efeito da voltagem aplicada no sistema (do catodo
ao anodo), numa faixa de 10 a 30 kV (BARDEN et al., 2014; GARCIA et al., 2005;
PALIOSA et al., 2015).

Os sistemas tamponantes testados ao longo do desenvolvimento do método

foram:
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Tampao fosfato de sédio monobasico 50 mM, pH 7,90;
Tampao fosfato de sédio monobasico 50 mM pH 10,02;
Tampao fosfato de sédio monobasico 10 mM, pH 3,46;
Tampao fosfato de sédio monobasico 25 mM + SDS 50 mM, pH 11,08;
Tampao Tris 50 mM + SDS 50 mM, pH 9,67;

Tampéo Tris 100 mM, pH 9,43;

Tampéo Tris 100 mM, pH 4,65;

Tampao acido bérico 100 mM, pH 5,49;

Tampao tetraborato de sédio 50 mM pH 9,6;

Tampéao tetraborato de sédio 50 mM pH 5,38;

Tampao tetraborato de s6dio 50 mM pH 10,48;

Tampéao tetraborato de s6dio 10 mM + SDS 10 mM pH 5,38;

Tampéao tetraborato de sédio 20 mM + SDS 20 mM, pH 10,33;
Tampao tetraborato de sddio 20 mM + 1% acetato de etila + 1,2% SDS +

2,4% butanol + pH 10,35;

Depois de estabelecida a composigao do eletrdlito que apresentou melhor

s I I O s I e o o i |

resultado para a determinag¢ao da dapagliflozina, foi realizada a escolha da substancia
que desempenhara a fungdo de padrao interno (Pl) na analise, cuja finalidade é
compensar erros de injecao e pequenas flutuagdes do tempo de migracao do analito
de interesse. As substancias testadas foram a ampicilina, o atenolol, a bupivocaina, a
lincomicina, a cloroquina e a ranitidina.

Todos os experimentos foram conduzidos em capilar de silica fundida com 50
Mm de didmetro interno e 48,5 cm de comprimento total (40 cm de comprimento
efetivo). As amostras testadas ao longo do desenvolvimento do método foram
introduzidas no capilar por injecao hidrodinamica a 50 mBar por 5 segundos. A
deteccao do farmaco foi fixada em 230 nm.

No inicio de cada dia de analise, bem como entre cada injegdo, era realizado
um pré-condicionamento do capilar, a fim de estabilizar o mesmo e evitar a adsorgao
da amostra em seu interior. Tal procedimento é fundamental para se garantir a

reproducao dos resultados.
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4.4.1 Ensaios preliminares

A partir da solugéo estoque de dapagliflozina SQR, preparada pela dissolugéo
do padrao do farmaco em acetonitrila a uma concentracéo final de 1,0 mg/mL, foram
realizadas diluicdes com cada eletrdlito a ser testado no desenvolvimento do método.
As solugbes para analise foram injetadas no sistema de EC a uma concentragao de
75 pg/mL, sempre passando por filtro em membrana de nylon de 0,45 ym de didmetro
de poro anterior a injegao. As solugdes utilizadas no précondicionamento (NaOH 0,1M,
agua e eletrdlito) eram filtradas da mesma maneira.

Os testes com os diferentes tipos de tampdes, concentragdes e faixas de pH
demonstraram a dificuldade inicial em se obter uma intensidade adequada no pico da
dapagliflozina, com simetria satisfatoria. O que se observava nos primeiros testes era
0 aparecimento de picos largos e pouco intensos. Somente com o tampéo tetraborato
de sédio foi possivel melhorar tais caracteristicas, conforme demonstrado na Figura
7.

DAD1 A, Sig=230,10 Ref=off (TESTES\037-0101.D)

T T T T T T T T T
1 3 4 5 6 7 8 9 min

Figura 7. Eletroferograma obtido da inje¢gdo de dapaglifiozina SQR 75 pg/mL.
Condicdes eletroforéticas: capilar de silica fundida de 48 cm; tampéo tetraborato de
soédio 50 mM (pH 10,5 ajustado com NaOH) como eletrdlito de corrida; tenséo aplicada
de 20 kV; temperatura de analise de 25°C e detecg¢ao a 230 nm.

Apesar deste resultado parecer bastante promissor, ainda se fez necessario
algumas modificagdes em consequéncia da corrente gerada pela aplicacéo de 20 kV
de voltagem na analise. O controle da corrente elétrica gerada ao longo da corrida é
importante ndo somente para evitar dificuldades de reprodutibilidade dos tempos de
migragcao devido ao aquecimento (AHUJA, 2007), como também para evitar o
desgaste prematuro do capilar, levando a perda da sua funcionalidade. Como medida
de prevencgao interna do laboratério, se estabeleceu um limite maximo de corrente de

80 mA. Uma vez que na analise representada no eletroferograma acima, a corrente
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atingiu 79,8 mA, foi preciso modificar as condigcbes do método para reduzir este valor
e ainda assim obter uma analise satisfatéria. Com base nisso, foram executadas
consecutivas alteragdes na voltagem aplicada, na concentragdo do tampao e também
na temperatura do capilar na busca por aperfeicoar a analise sem comprometer o
sistema e seus componentes.

Conforme se estabeleciam as condigbes de analise da dapagliflozina, também
eram testados os candidatos a padrdes internos (Pl) do método. O uso de padrao
interno em analises por EC sdo altamente recomendados para garantir a repetibilidade
das injecbes. Além disso, também sao usados para aumentar a precisdao na
identificacdo de compostos através dos tempos de migragao relativos (AHUJA, 2007).

O eletroferograma representado na Figura 8 mostra o resultado da injegdo da
dapagliflozina juntamente com a ranitidina, a qual foi escolhida como padrdo interno
para o método proposto. A solucado estoque do padrao interno foi preparada pela
dissolu¢ao da ranitidina SQR em agua ultrapura a uma concentragao de 1 mg/mL,
posteriormente diluida no eletrdlito a 75 pg/mL junto com o farmaco e injetada no
sistema.

As condigdes finais estabelecidas para o método estdo descritas na Tabela 16.

DAD1 A, Sig=230,10 Ref=off (TESTE001013-0101 D)
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Figura 8. Eletroferograma obtido da inje¢cado de dapagliflozina SQR 75 pg/mL + P1 75
pMg/mL. Condicbes eletroforéticas: capilar de silica fundida de 48 cm; tampao
tetraborato de sodio 40 mM (pH 10,5 ajustado com NaOH) como eletrélito de corrida;
tensao aplicada de 14 kV; temperatura do capilar 25°C e detecg¢ao a 230 nm.
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Tabela 16. Condigbes eletroforéticas estabelecidas para a determinagcdo de
dapagliflozina em comprimidos.

Parametros Descricao

Capilar Silica fundida com 48,5 cm de comprimento (40 cm

efetivos) e 50 um de diametro interno

Temperatura 25°C
Pré-condicionamento 3 min NaOH 0,1 M; 1,5 min H20; 3 min eletrdlito
Eletrdlito Tetraborato de sédio 40 mM, pH 10,5
Injecao Hidrodinamica, 50 mBar/5 seg

Tensao aplicada 14 kV

Deteccéao 230 nm

4.4.2 Validagdo do método analitico por EC

A validagcdo do método desenvolvido por eletroforese capilar foi conduzida
conforme disposto na RDC 166/2017 (BRASIL, 2017), onde foram avaliados os
parametros de especificidade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacao,
precisdo, exatidao e robustez.

4.4.2.1 Especificidade

A seletividade do método foi avaliada de modo semelhante a do método
desenvolvido por CLAE, onde foi verificada a influéncia dos excipientes presentes no
produto comercial, bem como dos produtos de degradagao eventualmente formados
sob condigdes forcadas de estresse.

Solugdes amostra preparadas a partir dos comprimidos de dapagliflozina foram
submetidas as condi¢bes de degradagdo em meio acido, basico e oxidativo, sob
radiacao UVA e UVC e calor. A cada hora, durante cinco horas, uma aliquota de cada
solugdo, em todas as condi¢des de estresse, foi diluida a 100 pug/mL no eletrdlito,
acrescida do Pl a uma concentragao de 75 pg/mL e injetada no sistema de

EC. Todas as amostras foram filtradas usando filtros de membrana de 0,45 pm

antes de serem injetadas.
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4.4.2.2L0D e LOQ

Os limites de detecgdo e quantificagdo para a dapagliflozina foram
estabelecidos através dos dados da curva padrio, utilizando as mesmas férmulas
utilizadas para o método por CLAE.

4.4.2.3 Linearidade

A linearidade foi determinada pela construcéo de trés curvas pdrao, cada uma
com seis concentragdes de dapagliflozina SQR (50, 75, 100, 125, 150 e 175 pg/mL),
preparadas em ftriplicata, acrescidas do Pl a uma concentragao fixa de 75 ug/mL em
todos os pontos. A curva padrao foi obtida pela média das curvas de trés dias.

4.4.2.4 Preciséo

A precisdo do método foi estabelecida pelos estudos da repetibilidade e
precisao intermediaria. Ambas foram determinadas pelo calculo do desvio padrao
relativo (DPR) da razdo entre as areas da solugdo amostra de dapagliflozina (100
pMg/mL) e as areas do padrao interno (75 pg/mL). As seis solugbes amostra de
dapagliflozina foram preparadas individualmente, de acordo com o procedimento
descrito no item 4.2.3 e injetadas em ftriplicata.

4.4.2.5. Exatidédo

A analise da exatidao foi conduzida através da recuperacdo de quantidades
conhecidas de dapagliflozina SQR adicionadas a solugdo amostra, a qual foi mantida
a uma concentracao constante de 100 ug/mL. As quantidades adicionadas de padrao
de dapagliflozina foram de 25, 50 e 75 ug/mL, além do Pl a uma concentragéo de 75
pg/mL. Cada solugao foi preparada em ftriplicata e injetada trés vezes. Os percentuais
de recuperacao foram calculados frente a quantidade de padrao adicionada (Tabela
17).

4.4.2.6 Robustez

Para verificacdo da robustez do método analitico por EC, foram
executadas pequenas variagdbes em determinadas condicbes do método
(Tabela 18) e os resultados das respostas comparados com as condigdes

normais.

Tabela 17. Preparo das solugbes para avaliacdo da exatiddo pelo teste de
recuperacao.
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Nivel Concentragdao Concentragcdao Concentragcdao Concentragao

da solugao do PI (pg/mL) de padrao final de
amostra adicionado dapagliflozina
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
R1 100,0 75,0 25,0 125,0
R2 100,0 75,0 50,0 150,0
R3 100,0 75,0 75,0 175,0

Fonte: Autora

Tabela 18. Modificacbes nos parametros do método de eletroforese capilar para
avaliagao da robustez.

Parametro do método Condicao Alteragao 1 Alteragao 2
normal
Temperatura 25°C 23 °C 27 °C
Tempo de injecao 5 seg 4 seg 6 seg
Voltagem aplicada 14 kV 13,5 kV 14,5 kV

4.4.3 Resultados e Discussao
4.4.3.1 Especificidade

A anadlise visual dos eletroferogramas referentes a cada hora de
degradacdo em cada uma das condi¢gbes descritas anteriormente nao
possibilitou identificar a formagao de nenhum pico resultante da degradacao do
farmaco. No entanto, quando realizada a quantificagdo do mesmo, notou-se um
decréscimo bastante significativo no seu teor quando submetida as
degradagdes em meio alcalino (préximo de 50%) e oxidativo (em torno de 20%)
em comparagdo com a amostra ndo degradada na mesma concentragido. Por

outro lado, a amostra ndo apresentou decréscimo de teor muito pronunciado
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frente ao calor, radiacdo e meio acido. O grafico a seguir (Figura 9) ilustra o
decaimento na concentracdo do farmaco em cada uma das condi¢cdes de
degradacéo for¢ada A pureza dos picos do farmaco foi verificada e indicou que

nao houve coeluigdo com nenhum eventual produto formado.

Estudo de estabilidade da dapagliflozina
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9 X ®mUVA
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Figura 9. Grafico representativo do decaimento no teor da dapagliflozina sob
diferentes condi¢des de degradacgao forgcada.

4.4.3.2 Limites de detecg¢ao e quantificagdo

Os limites de detecgao e quantificagdo do método, obtidos através dos
dados da curva padrao, foram de 6,2 e 18,8 ug/mL, respectivamente. Os valores
encontrados estdo de acordo com o esperado para a técnica, uma vez que a
EC é um sistema analitico que apresenta uma menor detectabilidade,
principalmente quando se empregam detectores de absorgéo no UV-Vis. Essa
baixa detectabilidade & causada, em parte, pela reduzida quantidade de
amostra injetada no capilar, na ordem de nanolitros. Outro fator que influencia
na sua menor detectabilidade € o caminho 6ptico na regido onde acontece a
deteccgao, que é da ordem de 50 a 100 um, aproximadamente 100 vezes menor
que nas celas de deteccado usadas em equipamentos convencionais de CLAE
(BONATO, 2010).
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4.4.3.3 Linearidade

Arepresentacdo da curva padréo, obtida por regressao linear pelo método

dos minimos quadrados, encontra-se na Figura 10.

6,000 7 Curva de Padrao Média
5,000 -
o 4000 -
2
8 3,000 -
g y = 0,0285x- 0,2101
S 2,000 - R? = 0,999
<
1,000 -
0,000 ‘ ‘
0 50 100 150 200
Concentracgao (ug/mL)

Figura 10. Representacao grafica da curva padrao da dapagliflozina obtida

pelo método de eletroforese capilar.

A Tabela 19 apresenta os resultados correspondentes a analise de

regressao linear dos dados determinados a partir da curva padrao meédia da

dapagliflozina.

Tabela 19. Estatistica de regresséo linear da dapagliflozina.

Estatistica de regressao

R multiplo 0,999512319

R-Quadrado 0,999024875

R-quadrado

ajustado 0,998781094

Erro padrao 0,046570581

Observacoes 6
ANOVA
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F de

gl SQ MQ F significacdo
Regresséo 1 8,887903657 8,887904 4098,0383  3,56692E-07
Residuo 4 0,008675276 0,002169
Total 5 8,896578833

Coeficientes

Erro padréio

Inferior
95,0%

Superior

Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores 95,0%

Intersegdo

Variavel X 1

-0,21012381

0,028506286

0,053582677

0,0004453

-3,92149 0,0172261 -0,358893172 -0,061354447 0,358893172 0,061354447

64,01592 3,567E-07 0,027269935 0,029742637 0,027269935 0,029742637

A Tabela 20 apresenta os dados para o calculo do residuo padronizado de

regressao linear, realizado sobre os resultados obtidos na linearidade.

linearidade da dapagliflozina.

Tabela 20. Residuos da regresséo linear obtidos a partir dos resultados da

Observagdo Y previsto Residuos Residuos padrdo
1 1,215190476 0,041809524 1,003733845
2 1,927847619 -0,063847619 -1,532809042
3 2,640504762 0,037495238 0,900159487
4 3,353161905 -0,034161905 -0,820135148
5 4,065819048 0,002180952 0,052358781
6 4,77847619 0,01652381 0,396692078

A Figura 11 representa a distribuicdo dos residuos obtidos a partir da curva

de regressao linear da dapagliflozina.

A equacéao que descreve os resultados é y = 0,0285x — 0,2101, com um

coeficiente de determinacgao (r2) igual a 0,999, o que demonstra a relacao linear

observada entre as concentragdes da dapagliflozina e as respostas geradas.

A analise dos residuos demonstra que estes apresentam distribuicdo

normal, o que permite afirmar que nado ha tendéncia nos mesmos, sendo

aleatoriamente distribuidos com auséncia de amostras atipicas. Os residuos

padronizados também sdo adequados, uma vez que estdo todos contidos no

intervalo entre +2 e -2.
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Figura 11. Representacgao grafica da distribuigao residual de regressao
linear da dapagliflozina.

Os resultados do teste da ANOVA para a regressdo linear foram
considerados satisfatérios, podendo-se afirmar que o método proposto possui
linearidade na faixa de concentragao estudada (50 — 175 ug/mL).

4.4.3.4 Precisao

A Tabela 21 apresenta os resultados do estudo da precisdo do método,
onde se verifica a baixa variabilidade obtida entre os resultados de um mesmo
dia de analise (repetibilidade), bem como entre dias diferentes (precisao
intermediaria).

Os valores de DPR obtidos a partir dos resultados das analises das
amostras de dapagliflozina intradia e interdia foram considerados satisfatorios
para o método de eletroforese capilar proposto, demonstrando a precisdo do

mesmo.

Tabela 21. Resultados obtidos nos testes de repetibilidade e precisao intermediaria.

REPETIBILIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA

DIA1 (ng/mL) DIA2 (ng/mL) DIA 3 (ng/mL)

INTERDIAS
AMOSTRA 1 98,41 95,58 99,10
AMOSTRA 2 100,67 95,52 99,82 |
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AMOSTRA 3 95,89 94,74 92,85
'AMOSTRA 4 94,65 99,22 93,43

AMOSTRA 5 99,87 97,58 97,08

AMOSTRA 6 100,25 99,35 98,34

MEDIA 98,29 97,00 96,77 97,35
DPR % 2,53 2,06 3,05 2,52

4.4.3.5 Exatidao

Os resultados da exatiddo do método, verificada pelo teste de

recuperacao, estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Percentuais de recuperagcao da dapaglifiozina em trés niveis de

concentracgao.
TESTE DE RECUPERACAO
Percentual de
Concentragdo Concentragdo
de Padrao Recuperagao da Recuperagao
Teodrica Final Média | DPR
Adicionado* Dapagliflozina (%)
(Mg/mL) (ug/mL)
(%)
25,00 125,00 101,12
25,00 125,00 102,70 102,32 | 1,04
R1
25,00 125,00 103,15
50,00 150,00 100,92
R2 50,00 150,00 101,69 101,22 | 0,40
50,00 150,00 101,07
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75,00 175,00 103,41

R3 75,00 175,00 105,94

75,00 175,00 104,52

104,63 | 1,21

*a solucdo amostra de dapagliflozina foi mantida a uma concentragao constante de 100 ug/mL
nos trés niveis. O Pl também foi adicionado em todas as solugbes na concentragcao de 75
pg/mL.

Os percentuais de recuperagdao da dapagliflozina nas amostras
analisadas em trés niveis de concentragao, baixo, médio e alto, encontram-se
dentro dos limites aceitaveis para o método proposto. A média da recuperacao

do teste foi de 102,72%, o que atesta que o método é exato nas suas medicoes.

4.4.3.6 Robustez

A Tabela 23 apresenta os resultados encontrados no estudo da robustez.
As modificagdes realizadas nas condi¢des definidas do método (variagdo na
temperatura, tempo de inje¢do e voltagem aplicada) ndo comprometeram o
resultado da analise da dapagliflozina. Os valores das areas relativas (area
amostra/ area Pl) mantiveram-se muito proximos dos encontrados nas

condi¢cdes normais.

Tabela 23. Resultados das respostas analiticas da dapagliflozina em
funcao das modificagdes nos parametros do método.

Resposta média (area

Parametro relativa) DRP médio (%)
Temperatura 23 °C 1,331 1,1
1,336 1,55

Temperatura 27 °C

Tempo de injegao 4 segundos 1,328 2,88

Tempo de injegdo 6 segundos 1,378 1,93
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Voltagem aplicada 13,5 kV 1,399 0,64

1,406 0,26
Voltagem aplicada 14,5 kV

Condigcdes normais 1,320 0,01

444 Conclusao

O método por eletroforese capilar apresentou resultados satisfatorios para
os parametros testados na validacdo analitica: especificidade, limites de
deteccdo e quantificacdo, linearidade, precisdo, exatidao e robustez. Assim
sendo, pode-se considerar o método proposto adequado para a determinacéo

da dapagliflozina em comprimidos.

4.5 Paralelo comparativo entre os métodos por CLAE e EC para a
determinacgao da dapagliflozina em comprimidos

Apos a concluséo da validagao analitica dos dois métodos desenvolvidos
para a determinacao de dapagliflozina em comprimidos, foi realizada uma breve
comparacgao estatistica e tedrica entre ambos.

Primeiramente, verificou-se a existéncia de diferenca ou semelhanca entre
os resultados da determinacéo de dapagliflozina nas amostras de comprimidos
pelo método de EC em comparagdao com o método cromatografico. Para isso,
foi empregado o teste t- student de comparacdo de médias utilizando os
resultados do teste de repetibilidade de cada um dos métodos (Tabela 24).

A analise dos dados estatisticos permite assumir que ndo ha diferenca
significativa entre os resultados obtidos pelos dois métodos quando empregados
na determinagao da dapagliflozina (p > 0,05).

Além disso, também foi conduzida uma comparacdo empirica entre os
métodos, tragando um paralelo entre os seus resultados e o impacto na rotina
laboratorial em termos de custos e tempo de analise.

Quando se desenvolve um método analitico para aplicagéo no controle de
qualidade farmacéutico, € imprescindivel considerar ndo somente o resultado
final, mas também o processo todo da analise. Metodologias que exigem

preparos de amostra muito complexos, ou fazem uso de materiais muito
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dispendiosos, por exemplo, podem se tornar menos vantajosos para

incorporagao na rotina de um laboratério.

Tabela 24. Comparacao, pelo teste-t, das determinacdes dos comprimidos de
dapagliflozina pelas técnicas de CLAE e EC.

CLAE EC
Média 96,73943306 97,44333333
Variancia 0,546476894 5,705647059
Observagoes 18 18
Hipdtese da diferenca de média 0
Gl 20
Stat t 1,194355446
P(T<=t) uni-caudal 0,123156049
t critico uni-caudal 1,724718218
P(T<=t) bi-caudal 0,246312098
t critico bi-caudal 2,085963441

Tanto a cromatografia liquida de alta eficiéncia quanto a eletroforese
capilar sao técnicas que apresentam vantagens e desvantagens, de acordo com
seu uso pretendido.

A CLAE é uma técnica bastante consolidada nas analises farmacéuticas,
€ que possui como principais vantagens a capacidade em realizar separagdes
e analises quantitativas de uma grande variedade de compostos presentes em
diversos tipos de amostras, em escala de tempo reduzidos, com alta resolucéo,
eficiéncia e sensibilidade (JARDIM, COLLINS e GUIMARAES, 2006). Por outro
lado, pode se tornar onerosa ao fazer uso de grandes quantidades de solventes
organicos. Além disso, o impacto ambiental resultante da extensa geragéo de
residuos toxicos a torna uma técnica pouco sustentavel (PLOTKA et al., 2013;
FUNARI et al., 2014).

A EC, por sua vez, vem de encontro a essas desvantagens da
cromatografia liquida, sendo considerada uma técnica muito mais “limpa”.

Embora os métodos de EC possam ser desenvolvidos com solucbes de
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eletrélitos ndo aquosos, o uso de solugdes aquosas € muito mais frequente, o
que favorece a baixa producéao de residuos quimicos. Devido as dimensdes dos
tubos capilares e o sistema de injecdo, € possivel obter separagdes de alta
eficiéncia com pequenas quantidades de amostra e solventes, sendo
considerada uma técnica simples e de baixo custo (BONATO, 2010). Em
contrapartida, métodos por EC sdo menos sensiveis na detecgdo dos analitos
guando comparados a cromatografia liquida (ALTRIA, 2005; AHUJA, 2007).

4.6 Conclusao

Ao final deste capitulo pode-se concluir que tanto o método por EC
quanto por CLAE, desenvolvidos para a determinacdo quantitativa de
dapagliflozina em comprimidos, mostraram-se adequados para 0O usoO
pretendido. Ambos atenderam aos requisitos pré-estabelecidos para os
parametros de validagao conforme os guias nacionais e internacionais, podendo
ser inseridos na rotina dos laboratérios de controle de qualidade farmacéutico.

Os métodos assemelham-se na precisao de seus resultados, conforme
verificado por analise estatistica de comparacao de métodos, mas apresentam
diferengas no que se trata, principalmente, do tempo de analise, consumo de
solventes e custos. O método por CLAE apresentou maior eficiéncia com
relagado ao tempo de analise, em torno de 3 vezes menor do que na EC, além
de um menor tempo gasto no preparo da amostra e da fase mével devido a
simplicidade alcangada no seu desenvolvimento. No entanto, o gasto com
solvente (acetonitrila) e a elevada geragcdao de residuos configura uma
desvantagem desta técnica.

Por outro lado, o método desenvolvido por EC, apesar de mais extenso
devido aos preparos de amostra e eletrolito, bem como em relagdo ao tempo de
analise, é claramente mais econdmico e ecologicamente mais sustentavel, por
fazer uso de quantidades muito pequenas de amostras e solventes, além da

reduzida geragao de residuos (Tabela 25).
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Tabela 25. Comparacgéao entre os métodos de EC e CLAE na quantificagcao
de dapagliflozina em comprimidos.

Parametro

CLAE

EC

Tempo de analise

4 minutos

8 minutos + 7,5 minutos
de pré-condicionamento.

Preparo da fase movel/
eletrolito

Misturar acetonitrila e agua;
sonicar; filtrar.

Pesagem do tetraborato
de sddio; diluicdo em
agua; ajuste de pH;
filtragc&o.

Preparo do PI

Pesagem do padrao;
dissolugdo em agua.

Preparo da amostra

Dissolver em ACN; diluir na
fase movel.

Dissolver em ACN; diluir
no eletrolito.

Natureza dos solventes

Organico (65%) e aquoso
(35%).

Aquoso.

Gasto de solventes por
corrida

4 mL (2,6 mL de acetonitrila)

Insignificante (na escala
de nanolitros).

Gasto de solventes na
validacdo do método*

0,5 L de acetonitrila

Insignificante (na escala
de nanolitros)

*calculo aproximado, usando apenas os gastos com a corrida analitica, sem contar os estudos
de degradagéo forgada e as limpezas realizadas na coluna ao final de cada dia de trabalho.
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5 ’CAPiTULO Il. DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODO
ANALITICO PARA DETERMINACAO DE IMPUREZAS ORGANICAS DE
DAPAGLIFLOZINA E AVALIACAO DO SEU PERFIL TOXICOLOGICO

5.1 INTRODUGAO

De acordo com Krstulovic e Lee (1997), o processo de sintese de uma
substéancia ativa dificilmente atinge um grau de pureza absoluta. As substancias
farmacéuticas, inevitavelmente, contém algum tipo de impureza, em maior ou
menor magnitude, e o papel das industrias farmacéuticas é definir um perfil de
impurezas aceitavel de acordo com o uso pretendido de cada medicamento,
sem comprometer sua seguranga e eficacia terapéutica (KRSTULOVIC; LEE,
1997).

As principais entidades quimicas encontradas como contaminantes, tanto
nos IFAs quanto no produto acabado, sdo moléculas organicas oriundas do
processo de sintese do farmaco ou decorrente de algum tipo de degradacgao.
Por menor que seja a quantidade dessas substancias presentes no
medicamento, normalmente a niveis de tragos, estas podem afetar diretamente
a eficacia e a seguranga do mesmo.

E fundamental que os fabricantes monitorem constantemente a presenca
dessas substancias relacionadas nos seus produtos de acordo com os limites
prédefinidos para sua quantificagao, identificacdo e qualificagdo. Desta forma, a
busca por métodos analiticos voltados para este fim tem sido um dos desafios
para o controle de qualidade farmacéutico (HOLM; ELDER, 2016).

Dentre todas as ferramentas analiticas disponiveis, as técnicas
cromatograficas vém sendo amplamente empregadas para a determinagéao do
perfil de impurezas nos produtos farmacéuticos. Sem duvida, os métodos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) correspondem ao maior numero
de publicagdes relacionadas a este tema. Contudo, desde 2004 este cenario
vem mudando, a partir da introdugédo da cromatografia liquida de ultraeficiéncia
(CLUE) (RAO; NAGARAJU, 2003).

A CLUE possui fundamento de separacéao similar a CLAE, mas opera com
pressdes muito mais elevadas. Devido ao menor tamanho das particulas, a

eficiéncia € muito maior. Além disso, a sensibilidade da deteccao pode ser de
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duas a trés vezes maior do que por CLAE, dependendo da técnica de deteccao
utilizada. Outra importante vantagem da cromatografia liquida de ultraeficiéncia
€ sua capacidade de realizar separagdes com alta resolugdo entre os analitos
em um reduzido tempo de analise (SWARTZ, 2007).

A seguranga de uma formulagédo farmacéutica € garantida ndo somente
pela qualidade do ingrediente farmacologicamente ativo, mas também pela
auséncia de efeito toxico das suas impurezas e/ou produtos de degradacao
(WINGERT et al., 2018). As impurezas presentes em um medicamento, mesmo
que em pequenas quantidades, podem representar potenciais riscos, e,
portanto, devem ser avaliadas quanto ao seu potencial toxicolégico de modo a
garantir a seguranga do paciente que fara uso do medicamento.

Conforme preconizado pelas agéncias reguladoras, os fabricantes de
farmacos e medicamentos devem identificar, quantificar e qualificar as reais ou
potenciais impurezas nas suas matérias-primas e produtos acabados. A
qualificagdo € o processo de adquirir e avaliar dados que estabelecam a
seguranga biolégica de uma impureza nos niveis especificados (ICH Q3A(R2),
2006; BRASIL, 2015). Os ensaios de toxicidade in vitro sdo fundamentais para
o estabelecimento do perfil toxicoldgico e avaliagdo da seguranga de um produto
farmacéutico, além de uma importante ferramenta para prever o comportamento
téxico de um composto.

Os efeitos citotoxicos de uma substancia quimica podem ser avaliados
por diferentes técnicas interdependentes. Além disso, a avaliagao do potencial
genotéxico de tais compostos contribui para a avaliagdo da seguranga
farmacoldgica, uma vez que as impurezas com potencial genotéxico induzem
mutacdes, quebras de cromossomos e/ou rearranjos que podem levar ao
desenvolvimento de cancer (GIORDANI; KOBEL; ULRICH, 2011). O guia do M7
do ICH orienta que, caso tenha sido identificado um risco potencial, € necessario
um rigoroso controle durante o processo e também o desenvolvimento de
metodologias analiticas para garantir os niveis aceitaveis (ICH M7, 2014).

As analises foram realizadas junto ao laboratério de avaliagdes
toxicoldgicas da Faculdade de Farmacia — UFRGS, e seguiram as diretrizes da
OECD (Organization foi Economic co-Operation and Development) (OECD,
2010).
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Neste capitulo, o objetivo do estudo foi desenvolver e validar um método
por CLUE para identificar, separar e quantificar, simultaneamente, a
dapagliflozina e suas potenciais impurezas relacionadas, de modo que possa
ser facilmente incorporado na rotina dos laboratérios de controle de qualidade

farmacéutico.
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5.2 ARTIGO SUBMETIDO PARA PUBLICAGAO

SIMULTANEOUS ANALYSIS OF DAPAGLIFLOZIN AND ITS THREE RELATED
IMPURITIES BY STABILITY-INDICATING UPLC METHOD AND IN VITRO
TOXICITY EVALUATION

ABSTRACT

A new stability- indicating analytical method by ultra-performance liquid chromatography
(UPLC) was developed for the simultaneous determination of dapagliflozin and three of its
synthesis impurities. A Waters® Acquity UPLC H- Class model was used for method
development and validation. The separation was achieved in a Zorbax phenyl column (50 x 3.0
mm, 1.8 ym), using a mixture of acetonitrile: water (70:30, v/v) as mobile phase in isocratic
mode. All the peaks were well detected by a photodiode array detector (PDA) at 230 nm. The
method was properly validated according ICH guidelines with respect to linearity, specificity,
precision, accuracy and robustness. Dapagliflozin samples tablets were submitted to forced
degradation conditions in order to confirm the specificity of the method. The calibration curves
of each analyte showed determination coefficients (r?) > 0.99 and the method was linear at the
concentrations range 30-70 pg/mL for dapagliflozin and 1-10 pg/mL for the impurities. Lastly,
this UPLC method presented low limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) for both
dapagliflozin and impurities, being a technique with high sensitivity. The toxicity evaluation of
dapagliflozina and its related impurities were evaluated using 3T3 cells. MTT reduction and
neutral red uptake assays were performed in cytotoxicity tests. In addition, mitochondrial
membrane potential (AyM), measurement of intracellular reactive oxygen and DNA damage
(measured by comet assay) were evaluated. The impurity 3 showed significant damage in
citotoxicty tests at a concentration of 0.5 pM, being even more expressive at higher
concentrations. On the other hand, under the conditions tested, DNA damage was not detected

and the compounds tested do not induce significant cell death.

Keywords: dapagliflozin, UPLC, validation, drug impurities, toxicity assay
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Highlights
» An UPLC method developed and validated for simultaneous determination of dapagliflozin

and three synthesis impurities;

» The presented method showed high sensibility for the detection and quantification of the drug
and the impurities in tablets samples;

» This fast and simple method can be applied with reliability to the quality control routine for
monitoring the dapagliflozin impurities.

» The dapagliflozina related impurity 3 showed potencial risk to the cell viability, but any of the

compounds appear to be toxic at the level of cellular DNA.

1. Introduction

Dapagliflozin (Forxiga®), chemically defined as (1s)-1, 5-anhydro-1-C-[4-chloro-
3-[(4-ethoxyphenyl) methyl] phenyl]-D-glucitol (Fig 1a), is a novel drug intended
for the treatment of adult patients with type 2 diabetes mellitus. It belongs to a
class of drugs called gliflozins, which reduces the blood glucose levels by
inhibiting the sodium-glucose cotransporter 2 protein (SGLT2) in the kidneys,
leading to a reduction in the glucose reabsortion and, hence, increasing urinary
glucose excretion [1], [2], [3] and [4]. Forxiga® is produced by AstraZeneca as
coated tablets containing 5 or 10mg of dapagliflozin and was approved in Europe
and United States in 2012 and 2014, respectively.

To control the quality of a pharmaceutical product and ensure its safety is
necessary to make use of appropriate analytical techniques according to each
type of analysis. Methods that attend to their pretended uses are fundamental in
the routine of the pharmaceutical industries.

One of the current trends in the quality control area is to investigate and monitor
potential impurities in drug substances and products, once the presence of these
compounds in the final product may affect both its efficacy and safety [5], [6] and
[7]. These impurities may come from different sources, such as residual solvents,
synthesis intermediates or degradation products, for example [8]. The organic
impurities, as synthesis intermediates and degradation products, are the most
commonly found in pharmaceutical products [9].

Literature data describes some chromatographic (HPLC) and spectroscopic

(UV) methods for the quantification of dapagliflozin alone [10], [11] and [12] or
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dapagliflozin with other anti diabetic agents in bulk and dosage forms [13], [14]
and [15]. HPLC method has also been developed for the determination of
dapagliflozin and its degradation products [11]. However, there are no published
analytical methods for the simultaneous determination of dapagliflozin in the
presence of its related impurities.

Impurity profile methods must be, essentially, fast, simple and highly sensitive.
Ultra performance liquid chromatography (UPLC) meets this purpose, since this
technigue has advantages such as: rapid analysis time, lower solvent
consumption and high efficiency and detectability, 2 to 3 times higher when
compared to HPLC, for example [16].

In addition to identifying the presence of possible contaminants in raw materials
and pharmaceutical products, it is also necessary to assess the toxicity of these
impurities, in order to ensure patient safety throughout treatment. The cytotoxic
effects of a chemical substance can be assessed by different interdependent
techniques. Besides, the evaluation of the genotoxic potential of such compounds
also contributes to the evaluation of pharmacological safety, since impurities with
genotoxic potential induce mutations, chromosome breaks and rearrangements
that can lead to the development of cancer. In the process of synthesizing
dapagliflozin, these related substances are usual intermediates that can remain in
the final product as contaminants, leading to a decrease in its quality [17], [18] and
[19].

In our study, we aimed to quantify and qualify the dapagliflozin and three organic
related impurities, to ensure that the presence of these undesirable compounds is
not above the limits recommended by regulatory agencies and to evaluate their
toxic potential, considering the chronic use of these drugs. For that, it was
established a stability-indicating method by ultra performance liquid
chromatography to simultaneously determine dapagliflozin in the presence of its
potential related impurities (fig 1b, 1c and 1d). Also, forced degradation studies
were conducted to evaluate the specificity of the proposed method. The method
development focused on the simplicity of the chromatography conditions to ensure

its reproducibility in the laboratory routine.
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Drug and impurities toxicity were evaluated by cytotoxicity and genotoxicity assay,
which indicate the potential of these compounds to cause cellular and DNA
damage.

2. Material and methods
2.1. Chemicals

Dapaglifiozin  (98%), Impurity 1 (98.4%): (5-Bromo-2-chlorophenyl)(4-
ethoxyphenyl)methanone) and Impurity 2 (98%): 4-bromo-1-chloro-2-(4-
ethoxybenzyl)benzene) were purchased from Ontario Chemical (Canada), while
Impurity 3 (98%): tert-butyl diphenylchlorosilane was purchased from Carbosynth
(United Kingdom). Forxiga® (dapagliflozin 10 mg tablets, AstraZeneca, were
obtained from local market. Acetonitrile and purified water, both of analytical

grades were used for sample preparation and mobile phase constitution.
2.2. Apparatus description

A Waters® Acquity UPLC H-Class model, equipped with a quaternary pump, an
auto sampler, compartment with thermostat and diode array detector was used
for method development and validation. Empower™ chromatography software
was used for data acquisition and results analysis. The chromatographic

separation was achieved in isocratic mode.

2.3. Stock solution preparation
2.3.1. Standard solution

Standard solutions of dapagliflozin and its impurities were individually prepared
in acetonitrile, in a final concentration of 100 pg/mL each. Further dilution of the

stock solutions were made with the diluent (acetonitrile: water 50:50, v/v).

2.3.2. Sample solution

Twenty Forxiga® tablets were accurately weighed and finely powdered. A
quantity equivalent to 10 mg of dapagliflozin was transferred to a 10 mL
volumetric flask containing acetonitrile, which was kept in ultrasonic bath for 30
minutes, in order to extract the dapagliflozin from the dosage form. The volume

was completed with the same solvent and the solution was filtered using paper.
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This stock solution was diluted to 500 pg/mL and filtered with 0.22 ym membrane
before injection.

2.3.3. Placebo solution

All the excipients contained on the dosage form (microcrystalline cellulose,
anhydrous lactose, crospovidone, silica dioxide, magnesium stearate, polyvinyl
alcohol, titanium dioxide, macrogol and talc), were weighed in their usual
concentration according the Handbook of Pharmaceutical Excipients and

prepared by the same way of sample solution.
2.4. Method validation

The analytical method was validated according to the Official Guides, which
establish the evaluation of the following parameters: specificity, linearity, limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ), precision, accuracy and
robustness [20], [21] and [22].

2.4.1. Specificity

The specificity of the method was evaluated by the injection of the placebo
solution at a theoretical concentration of 100 ug/mL and the chromatogram was
compared with the standard solutions. Besides, forced degradation of the sample
solution was carried out under the following conditions: for acid, alkali and
oxidative degradations, aliquots of 5 mL of the sample solution were transferred
to 20 mL volumetric flasks with 5 mL of HCI 1M, NaOH 1M or H202 3%, and the
final volume completed with the mobile phase. Photolytic studies were done by
exposing aliquots of the sample solution to mirror chambers (100 x 18 x 17 cm)
equipped with UVA (352 nm) and UVC (254 nm) lamps. For thermal degradation,
the sample was kept under 60 °C in the oven. Every one hour, for five hours, an
aliquot of each solution, in all stress conditions, was diluted with mobile phase
and injected in the chromatographic system in a concentration of 100 pg/mL. All

the solutions were filtered using 0.22 yum membrane filters before UPLC analysis.
2.4.2. Linearity

The linearity of the method was checked by the injection of the analytes in a
range corresponding to their individual calibration curves, in three different days.

The impurities calibration curves were prepared at seven points (1.0 to
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10.0 pg/mL), while the dapagliflozin curve was made with five points (30.0 to
70.0 yg/mL). All the points were injected in triplicate and the media of the values were

used in the statistic analysis by linear regression.

2.4.3. LOD and LOQ

Limits of detection and quantification of dapagliflozin and its impurities were
obtained from linearity data, based on the standard deviation of the response (
)-and the slope (S), and was calculated using the formulas: LOD =3.3 /S ahd
LOQ =10/S. "

2.4.4. Precision

Precision of the method was assured considering intraday (repeatability) and
inter-day (intermediate precision) analysis. For this assay, six individual sample
solutions were prepared as mentioned at item 2.3.2., in a final concentration of
50 pg/mL, which corresponds to the test concentration. After this, each of these
solutions was spiked with 5 pg/mL of the impurities standard solutions. All the
individual spiked solutions were injected in triplicate, and the same procedure

was performed on three successive days. RSD values of areas were evaluated.

2.4.5. Accuracy

Known amounts of the impurities and dapagliflozin standards were spiked in the
sample solution that was kept in a fixed concentration of 50 yg/mL. The impurities
and dapagliflozin standard concentrations were modified at three levels,
corresponding to 1, 5 and 10 ug/mL and 30, 50 and 70 ug/mL, respectively. Each
solution was prepared in triplicate and the values are expressed as percentage

of the mean experimental concentration by the theoretical concentration.
2.4.6. Robustness

The verification of robustness was carried out during the development of the
method, in order to evaluate if characteristics chromatography parameters as
resolution, theoretical plates and symmetry of peaks, do not be compromised in
front of minimal variations in analytical conditions. The main modifications were

with respect to the mobile phase proportion, flow rate and injection volume.
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2.5 Cell culture

Cell viability assays were performed using mouse fibroblast type 3T3 cell line.

The cells were cultured in DMEM culture medium (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) supplemented with 10% fetal bovine serum. For the control of
microbiological contamination in cell culture, 100 U/mL of penicillin and 100
mg/mL of streptomycin were added. The 75 cm? culture flasks were placed in a
CO2 oven (atmosphere: CO? 5% and O? 95%). Upon reaching 70 to 80%

confluence, the cells were subcultured to allow their continuous multiplication.

2.6 Citotoxicity assay

Cytotoxicity was assessed using MTT reduction and Neutral Red (NR) uptake
assays. Cells were seeded in 96-well plates containing 10,000 cells per well. The
samples of dapagliflozin and its impurities were prepared in DMSO, and tested
at concentrations of 0.1; 0.25; 0.5; 1.0; 10.0 and 50.0 yM. As negative controls,

culture medium and DMSO were used, and triton X-100 as a positive control.

2.6.1 MTT reduction assay

To determine cell viability by the MTT assay, 100 yL aliquots of the cell culture
suspension containing the culture medium were incubated for 24 hours at 37°C.
Subsequently, the supernatant containing the culture medium was removed, and
each treatment was added, separately (drug and impurities), in different
concentrations in the wells of the culture plates, which were kept incubated again
at 37 °C for 24 or 96 hours.

After this period, the samples were removed from the wells and washed with
sterile phosphate buffered saline (PBS). Then, the 0.5 ug / mL MTT solution was
added to the wells containing the post-treatment cells and the plates incubated
for 24 hours. Afterwards, the MTT solution was removed and the DMSO added
to solubilize the formazan crystals. The plates were shaken for 5 minutes,
protected with aluminum foil and put to rest for another 5 minutes.

The absorbances were read in a plate reader at 550 nm. To reduce
interexperimental variability, data were normalized and scaled between 0%
(negative control) and 100% effect (positive control). The experiments were

carried out in triplicate and each concentration was tested with three replications.
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2.6.2 Neutral red uptake assay

The assay was performed as previously described in 2.6.1 item. After 24 or 96
hours of incubation of the cells with drug or impurities, the medium was removed,
washed with phosphate buffer and replaced with a 50 yM neutral red solution
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), which was kept for a period of 3 hours at 37 °C.
Two washes were made with sterile PBS solution, followed by a wash with 1%
CaCl? in 0.5% formaldehyde. Then, the cells were lysed with ethanol/ glacial
acetic acid 50:1 (v/v), with agitation for 10 minutes followed by 5 minutes of rest.
The absorbance was measured at 540 nm and the percentage of cell death in

relation to the control cells was used as a measure of cytotoxicity.

2.6.3 Measurement of intracellular reactive oxygen

The intracellular reactive oxygen (ROS) species production was monitored by
means of the DCFH-DA assay. For this determination, the cells were seeded at
a density of 10,000 cells per well in 96 well plates and allowed to grow for 24 h.
On the day of the experiment, the cells were pre-incubated with 10 uM of DCFH-
DA for 30 min at 37 °C in the dark. The cells were rinsed with PBS and incubated
with the drugs and their impurities at 0.10; 0.25; 0.50; 1.0; 10.0 e 50.0 uMfor 24
or 96 h. Tert-butyl hydroperoxide (500 yM) was used as a positive control.
Fluorescence was recorded in a fluorescence microplate reader (SpectraMax
M2e, SoftMax® Pro 5, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) set at 485 nm
excitation and 530 nm emission. The data obtained were calculated as the
percentage of control conditions for each experiment from at least three
independent experiments with each concentration tested in three replicates

within each experiment.

2.6.4 Assessment of mitochondrial membrane potential (Aym)

The mitochondrial integrity was evaluated by measuring tetramethylrhodamine
ethyl ester perchlorate (TMRE) inclusion. To perform this assay, cells were
seeded at a density of 10,000 cells per well. After 24 h of incubation at 37 °C,
the medium was gently aspirated and the cells were incubated with the drugs
and their impurities at 0.10; 0.25; 0.50; 1.0; 10.0 e 50.0 pyM for 24 or 96 h.
Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazine (CCPC) 100 uM was used as

positive control. Then, the medium was substituted by a new medium containing
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2uM of TMRE for 30 min at 37 °C in the dark. Afterwards, the medium was gently
aspirated and replaced by phosphate buffer. Fluorescence was measured in a
fluorescence microplate reader set to 544 nm excitation and 590 nm emission.

Three replicates were made in four independent experiments.

2.6.5 Comet assay

The cells were seeded for 24 hours at a density of 60.000 cells per well. After
this time, the medium was aspirated and the cells were incubated with the
analytes at 0.1; 1.0 and 10.0 uM at 37 °C. After 24 h of incubation time, the cells
were harvested by trypsinization (0.05% trypsin/ EDTA). The cell suspensions
were centrifuged (400xg, 5 min, 4 °C), the obtained cell pellets were
resuspended in low-melting point agarose (0.75%, 150 pL) (Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA) and 60 uL aliquots were distributed on two slides coated with 1%
normal-melting agarose. The samples were incubated in lysis solution (2.5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris—HCI, distilled water, 10% DMSO, and 1%
Triton X-100) at 4 °C for 24 h in the dark. The slides were then incubated with
alkaline electrophoresis running buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA, pH 13)
for 20 min at 4 °C before electrophoresis, which was carried out for 20 min at 25
V and 300 mA. After that, the slides were neutralized with 0.4 M Tris-HCL for 15
min in the dark. The DNA was fixed by immersing the slides in 70% ethanol for
15 min and in absolute ethanol for a further 15 min and left to dry overnight. For
the microscopy analysis, the dried slides were stained with gel red (20 pg -1)
and DNA migration was observed in at least 100 cells at 400x magnification using
a fluorescence microscope (Olympus, Japan) equipped with a 510-550 nm
excitation filter of connected to a camera. The images were evaluated by Open
Comet™ software. The percentage of DNA in the comet tail (% DNA in tail) was

the parameter evaluated to describe comet formation.

Concurrently with the comet assay, an extra and identical replicate comet slide
was prepared, lysed, and immediately fixed and stained without electrophoresis
for evaluation of the cytotoxicity using the low molecular weight (LMW) DNA

diffusion assay.
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4. Results and Discussion
4.1. UPLC method development

During the development of a chromatography method for the simultaneous
analysis of two or more compounds, it is necessary to attend, at least, two main
criteria: adequate resolution between the analytes, as well as reduced total run
time — especially if the proposed method intends to be applied in the quality
control routine. However, when it comes to a technique for the quantification of
the drug and its related impurities, another challenge is to achieve a method with
high sensitivity, able to detect the presence of these impurities at trace levels.
Based on this, the initial point in the method development was to test the
chromatography conditions in which all the analytes are detected without
coelution and with a satisfactory retention time. The first step was to define the
mobile phase composition and proportions. Since the solvent used to dissolve
the dapagliflozin and the impurities standards was the acetonitrile, it was chosen
to test it as a component of the mobile phase. In addition, one of the goals in
optimizing the chromatography method was to keep its simplicity, avoiding the
use of buffers or organic modifiers, while it is possible. Therefore, after many
tests, a mixture of acetonitrile and water (70:30, v/v) was chosen as the mobile
phase composition. Likewise, tests with different stationary phases were
conducted starting from the most usual, as C18, C8 columns, and also a more
polar column as the cyano. However, any of these had satisfactory results,
especially with respect to the extensive retention time of the analytes. After
several trials, the column that presented the best performance, both in retention
time and resolution between the peaks, was a Zorbax phenyl column (50 x 3.0
mm, 1.8 um). Modifications in the flow rate and injection volume were also
verified in order to achieve better results in the most important chromatographic
parameters for the analysis of drugs and related substances. The flow rate was
fixed in 0.1 mL/min, injection volume of 2 pl, and the column temperature kept
constant at 25 °C. The absorbance detection wavelength was 230 nm, in which
all the analytes of interest showed satisfactory absorption, in a fast analysis time
of 8 minutes (Figure 2). To verify the application of the method in coated tables

of dapagliflozin, a sample solution, prepared as describe at 2.3.2 item, was

92



injected in the UPLC in a concentration of 500 pg/mL The batch tested did not

show de presence of any of its potential impurities.

4.2. Analytical validation
4.2.1. Specificity

The specificity of the developed method was proved by the absence of any
significant interference from placebo on dapagliflozin determination. Besides,
stability studies were carried in the dapagliflozin dosage form to confirm the
degradation products eventually formed do not compromise the impurities
analysis. Figure 3 shows representative chromatograms of dapagliflozin under
acid, alkaline, oxidative and UVC degradations. As can be seen, any
degradation product had the same retention time of the related impurities. After
5 hours at UVA light and 60°C exposing, was not observed any degradation,

demonstrating the drug is stable under this condition.
4.4.2. Linearity

The linearity of the method was evaluated by linear regression analysis of each
analyte separately and the results were all satisfactory (Table 1). The calibration
curves of dapagliflozin, impurity 1, impurity 2 and impurity 3 showed
determination coefficients (r?) = 0.99 and the residual analysis indicated absence

of atypical samples.
4.2.3. LOD and LOQ

The limits of detection and quantification of the drug and its impurities were
obtained through the linearity curves, by the standard deviation of the response
()Yand the slope (S). The results founded for dapagliflozin were 1.7 pg/mL (LOD)
and 5.7 pug/mL (LOQ), impurity 1 were 0.08 pg/mL (LOD) and 0.25 pg/mL (LOQ),
impurity 2 were 0.09 pg/mL (LOD) and 0.3 pg/mL (LOQ) and for impurity 3 were
0.26 pg/mL (LOD) and 0.8 (LOQ). These results were considered very
satisfactory according to the ICH Guideline Q3A (R2), which establishes the
notification, identification and qualification limits for impurities in drug
substances. It is important that the LOQ is below the notification limit of the

impurity in order to guarantee the sensibility of the method to the intended use.
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4.2.4. Precision

Table 2 presents the data of precision studies, obtained from the intra-day
(repeatability) and inter-day (intermediate precision) results. The RSD values
were calculated and all are < 3%, which is considered adequate for analytical

methods for quantitative determination of impurities.
4.2.5. Accuracy

The accuracy of the method was assessed by spiking known amounts of the
dapagliflozin and impurities standards in the drug samples in three different
levels and injected in triplicate into chromatographic system. The results are
reported in Table 3 as the percent recovery of each analyte in the sample. All
the recovery values were considered satisfactory, with acceptable relative

standard deviations < 3%.

4.2.6. Robustness

During the development of the method, some variations in the analytical
conditions were made in order to assure the reliability of the analysis against
minimal changes in chromatography system. The mobile phase composition,
flow rate and volume of injection were deliberately modified and the analytical
run was evaluated with respect to the chromatography parameters which could
compromise the analysis results, as resolution between the peaks, symmetry,
theoretical plates and areas values. After this study, it was possible to assure
the method resists to these variations without compromising the separation,

detection and quantification of the analytes.

4.3 Toxicity evaluation
4.3.1 MTT reduction assay

The MTT assay (3 - [4,5-dimethyl-thiazol - 2-yl] - 2,5 - diphenyl-tetrazolium
bromide) is based on the reduction of the MTT salt by the mitochondrial
dehydrogenase enzyme to form formazan blue as a product . The test measures
cell respiration, which is proportional to the amount of formazan produced and
the number of viable cells in culture [23], [24]. The results are represented by
the percentage of viable cells in relation to the control versus the six

concentrations of each treatment.
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The exposure of 3T3 cells to dapagliflozin did not show reduction in cell viability
at any concentrations and incubation time evaluated, which suggests that the
drug has no cytotoxic effect under these conditions. On the other hand, the
results of its synthetic impurities indicate some toxicity for the cells. Impurities 1
and 3 showed a small reduction in cell viability only at the highest concentrations
tested (1.0, 10.0 and 50.0 uM / 96h). Impurity 3 showed very significant results
of damage to cells since the concentration of 0.5 yM in the acute exposure (24h)
and even more in the chronic incubation time (96h), this damage being

proportional to its concentration (Figure 4).

4.3.2 Neutral red uptake assay

The neutral red test is based on the ability of viable cells to incorporate the
supravital neutral red dye. In dead or damaged cells the dye cannot be retained
[25].

The results found for both the drug and impurities were similar that of the MTT
assay (Figure 5). Once again, dapagliflozin showed no reduction in cell viability,
while its impurities demonstrated toxicity to cells at different magnitudes. In this
assay, impurity 1 reduced cell viability significantly at concentrations of 10 and
50 uM, while impurity 3 showed the highest toxicity from the 0.25 to 50.0 uM.

4.3.3. Measurement of intracellular reactive species

The excess of reactive species may lead to adverse effects, such as membrane
peroxidation, loss of ions, protein cleavage, and DNA strand breakage [26]. The
effect of the drug and its impurities on the generation of reactive oxygen and
nitrogen species was evaluated by the DCFH-DA assay. This compound crosses
cell membranes and it is enzymatically hydrolyzed by intracellular estearases in
non-fluorescent dichlorodihydrofluorescein (DCFH) [27]. The cells exposure to
the DCFH-DA induced an increase in the production of reactive oxygen and
nitrogen species both in dapagliflozin and impurities samples. In the case of
dapagliflozin, the formation of reactive species was observed only at 96 hours of
incubation, in the concentrations of 1.0 and 10.0 uM (p< 0.01 and p< 0.001,
respectively) (Figure 6). In the impurities samples, the results suggest that these

compounds have a greater tendency to form reactive species, as shown in figure
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6. At 96 hours of exposure, all impurities cause significant oxidative stress to 3T3

cells, suggesting that oxidative stress plays a role in its cytotoxicity.

4.3.4 Assessment of mitochondrial membrane potential (Aym)

The Aym is the most important parameter controlling the accumulation of Ca?*
and ATP synthesis and its measurement is directly related to the normal cell
function. Because of its crucial role in the maintenance of the physiological
function of the respiratory chain generating ATP, changes in Aym compromise
oxidative phosphorylation by reducing cell energy and inducing cell death [28].
Both depolarization or hyperpolarization of the mitochondrial membrane can be
indicative of cell damage at different levels. As shown in figure 7, impurity 3 has
a more pronounced effect on mitochondria compared to other analytes. As can
be seen, the impurities caused an increase in Aym, which is indicative for
mitochondrial hyperpolarization. This can stimulates the reverse proton flux

through the respiratory chain and subsequent production of ROS and cell death.

4.3.5 Comet assay

The more useful approach for assessing DNA damage is the single-cell gel
(SCG) or Comet assay. It is a simple method to measure the DNA strand breaks
in eukaryotic cells and is widely used to assess the safety of drugs [29]. The
electrophoretic comet is the normal comet assay, which indicates single or
double breaks in the DNA strand; the comet without electrophoresis is also
called low molecular weight DNA, and is related to the degradation of DNA
resulting from cell death and not necessarily with genotoxic effects [30].
Although some impurities have some toxicity, none have been shown to cause DNA

damage (Figure 8).
5. Conclusions

The present method met all the requirements of the analytical validation
protocol and can be used for the simultaneous analysis of dapagliflozin and its
related impurities. This UPLC method demonstrated to be an adequate
technique to the routine quality control analysis, once it is a simple, fast and
sensitive method to quantify, with reliability, the presence of impurities in

dapagliflozin tablets.
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The qualification of the drug and its related impurities, performed by different
toxicity assay, is important and mandatory, mainly in chronic use due to their
daily accumulation. The present results showed that dapagliflozin did not cause
any type of cellular or DNA damage in any of the tested concentrations. In
contrast, its contaminants, especially Impurity 3, showed a drastic reduction in
cell viability, suggesting a high cytotoxic potential for this substance. Since the
dapagliflozin is used in the treatment of a chronic disease, these results
contribute significantly to quality control throughout the entire production
process. It is extremely important that manufacturers carefully monitor the
synthesis processes of the active pharmaceutical ingredient, as well as the
production stages of the final product, in order to ensure its safety and

therapeutic effect.
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Fig.1 Chemical structures of Dapagliflozin (a), Impurity 1 (b), Impurity 2 (c) and
Impurity 3 (c).
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Fig. 2 Representative chromatogram of dapagliflozin and its synthesis impurities at
50.0 and 5.0 pg/mL, respectively. Chromatographic conditions: Zorbax phenyl column
(50 x 3.8 mm, 1.8 ym) at 25 °C, with a mobile phase consisting of acetonitrile: water
(70:30 v/v), at a flow rate of 0.1 mL.min"! and injection volume of 2 uL. The detection
was made at a wavelength of 230 nm by using PDA detector.
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Fig. 3 Representative chromatograms of dapagliflozin under stress conditions:
dapagliflozin non-degraded sample and synthesis impurities (a); acidic degradation
(1M HCI, 5h) (b); alkaline degradation (1M NaOH, 5h) (c); oxidative degradation (3%
H202, 5h) (d) and UVC degradation, 5h (e).
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Table 1 Statistical data for the linearity parameters of dapagliflozin, impurity 1, impurity 2
and impurity 3.

Dapagliflozin Impurity 1 Impurity 2 Impurity 3
Concentration range 30.0-70.0 1.0-10.0 1.0-10.0
(Mg/mL) 1.0-10.0
Regression equation 25518x + 8024.9 65899x — 2623.2 72182x-5601.4 24672x — 1684

Determination

coefficient (r?) 0.9996 0.9999 0.9999 0.9992
F 8437,0133 65669,2385 41526,7498 6102,085424
Significance F 2,84448E-06 1,71723E-11 5,39973E-11 6,51397E-09
Lower 95% -32514,7963 -6682,66793 -11193,2083 -6670,1864
Upper 95% 48565,39639 1436,460012 -9,62336033 3301,7573

Table 2 Intraday and inter-day precision results of dapagliflozin and impurities 1, 2 and 3.

Days 1 2 3 1 2 3
Dapagliflozin Impurity 1

Repeatability (%) 95.05 9562 9419 Repeatability (%) 959 96.068 97.49
RSD % 132 049 267 RSD% 228 1.05 2.18
Intermediate Precision (%) 94.94 Intermediate Precision (%) 96.48

RSD % 1.75 RSD % 1.96

Impurity 2 Impurity 3

Repeatability (%) 92.67 9253 9443 Repeatability (%) 9546 9824 100.37
RSD % 263 160 047 RSD% 202 170 0.36
Intermediate Precision (%) 93.21 Intermediate Precision (%) 98.02

RSD % 1.93 RSD % 2.54
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Table 3 Recovery data at three levels (R) for dapagliflozin and its impurities.

Theoretical Experimental o
concentration concentration % Recovery Statistical data
(Mg/mL) (Mg/mL)
Dapagliflozin
R1 (30 pg/mL) 80.0 82.85 103.3 Mean = 102.3
R2 (50 pg/mL) 100.0 103.27 103.0 SD =0.0088
R3 (70 pg/mL) 120.0 121.85 101.5 RSD% = 0.854
Impurity 1
R1 (1 pg/mL) 1.0 1.02 102.8 Mean = 101.7
R2 (5 pg/mL) 5.0 4.98 99.3 SD =0.0211
R3 (10 pg/mL) 10.0 10.36 103.0 RSD% = 2.077
Impurity 2
R1 (1 pg/mL) 1.0 1.00 100.4 Mean = 102.2
R2 (5 pg/mL) 5.0 5.2 103.8 SD =0.0202
R3 (10 pg/mL) 10.0 10.26 102.6 RSD% = 1.973
Impurity 3
R1 (1 pg/mL) 1.0 1.03 103.9 Mean = 103.5
R2 (5 pg/mL) 5.0 5.04 100.7 SD =0.0298
R3 (10 pg/mL) 10.0 10.66 105.9 RSD% = 2.875
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Fig 4 Cell viability evaluated by the MTT reduction assays in 3T3 cells after 24 and 96h
incubation with dapagliflozin, impurity 1 (IMP 1), impurity 2 (IMP 2) and impurity 3 (IMP 3).
Results are expressed as mean + standard error of the mean. Statistical analysis performed
through ANOVA/Bonferroni (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 versus control).
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Fig 5 Cell viability by the neutral red uptake assay in 3T3 cells after 24 and 96h incubation with
dapagliflozin, impurity 1 (IMP 1), impurity 2 (IMP 2) and impurity 3 (IMP 3). Results are
expressed as mean * standard error of the mean. Statistical analysis performed through

ANOVA/Bonferroni (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 versus control).
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dapagliflozina (Dapa), impurity 1 (IMP 1), impurity 2 (IMP 2) and impurity 3 (IMP 3) after 24 and
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96h incubation-time at 36°C.
Results are expressed as mean + standard error of the mean. Statistical analysis performed

Fig 7 Evaluation of mitochondrial membrane potential (Aym) in 3T3 cells incubated with
through ANOVA/Bonferroni.
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Fig 8 DNA damage measured by comet assay and LMW DNA diffusion assay in 3T3 cells
incubates with dapagliflozin (Dapa), impurity 1 (IMP 1), impurity 2 (IMP 2) and impurity 3 (IMP
3) after 24 h incubation-time at 36°C. Results expressed as mean * standard error of the mean.
Statistical analysis performed through ANOVA/Bonferroni.
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6. DISCUSSAO GERAL

Entende-se por controle de qualidade de medicamentos o uso de diferentes
tecnologias, ao longo de todo processo de produgao, para monitorar as caracteristicas
fisico-quimicas e microbiolégicas de todos os componentes de uma formulagao, bem
como do produto acabado. Com o objetivo de garantir a seguranca e a eficacia dos
produtos farmacéuticos durante o seu uso, o controle de qualidade tem se tornado cada
vez mais essencial e relevante na rotina das industrias farmacéuticas.

Os métodos e testes de andlises vém evoluindo ao longo dos anos, a fim de
acompanhar as normas cada vez mais rigidas impostas pelas agéncias reguladoras.
Dentre as tantas exigéncias previstas para a aprovag¢ao de cada lote de medicamento,
destaca-se o monitoramento dos produtos relacionados ao ingrediente farmacéutico
ativo.

Ao longo da cadeia produtiva de um medicamento, que se inicia na sintese do
ingrediente farmacéutico ativo, até a liberagdo do produto acabado, varios sdo os
processos que podem influenciar na geracédo de entidades quimicas indesejaveis que
podem trazer prejuizos para a qualidade do mesmo. Dentre as possiveis fontes de
geracao de impurezas, o processo de sintese do farmaco, que contempla o uso de
diversos reagentes e reagdes quimicas, e os fatores ambientais como luz, temperatura
e umidade, os quais favorecem a degradacgao do farmaco, sdo as mais frequentes.

A fim de evitar que a presenga de impurezas comprometa a eficacia e a seguranga
no uso do medicamento, as agéncias reguladoras vém cobrando cada vez mais que 0s
fabricantes monitorem a presenca dessas substancias relacionadas nos seus produtos.

O estudo de impurezas em produtos farmacéuticos compreende a quantificagao e
a qualificacdo dessas substancias. Isso implica fazer uso de diferentes metodologias
capazes de detectar quaisquer compostos indesejaveis nas amostras, mesmo que em
pequenas quantidades, juntamente de ensaios que avaliem o perfil toxicolégico dos
mesmos.

O ICH, em seus guias Q3A (R2) “Impurities in New Drug Substances” e Q3B (R2)
“Impurities in New Drug Products”, orienta como os fabricantes devem proceder com
estes estudos e determina quais sdo os limites aceitaveis das impurezas de acordo com

a dose diaria de uso dos medicamentos.
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Para atender aos requisitos estabelecidos para a quantificagao e qualificacéo de
impurezas, € imprescindivel desenvolver e validar métodos analiticos com
caracteristicas que os tornem capazes de detectar pequenas quantidades desses
analitos nas amostras com confianga e que sejam aplicaveis a rotina dos laboratérios de
controle de qualidade farmacéutico. Dessa forma, a pesquisa e o desenvolvimento
analitico tem como desafio a otimizagdo de técnicas de analise com diferentes
fundamentos quimicos que apresentem alta sensibilidade, boa capacidade de separagao
de entidades quimicas e que sejam simples e reprodutiveis.

Como mencionado anteriormente, as metodologias disponiveis atualmente estédo
cada vez mais avangadas e cabe aos pesquisadores dessa area utilizar seus
conhecimentos para tirar o melhor proveito delas e obter os melhores resultados.

Das metodologias disponiveis para o controle de qualidade de farmacos e
substancias relacionadas, a cromatografia liquida desponta como a mais empregada
neste tipo de analise. Tanto a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a sua
versao mais recente, a cromatografia de ultraeficiéncia (CLUE), sdo técnicas muito
versateis e que possuem as principais caracteristicas necessarias para o0 emprego no
monitoramento de impurezas na rotina dos laboratérios. Dentre elas, destacamse,
principalmente e de modo geral, a sua simplicidade, sensibilidade e boa
reprodutibilidade.

A CLUE, em especifico, ao fazer uso de um sistema com maior pressao juntamente
com menores proporgdes no tamanho das colunas cromatograficas, trouxe ainda uma
maior eficiéncia nas analises, especialmente com relagdo a velocidade de separagao
dos diferentes compostos de uma mistura. Pensando na agilidade necessaria em um
laboratorio, analises que se concluem em pouco tempo séo altamente vantajosas.

Outra técnica analitica que vem sendo cada vez mais utilizada é a eletroforese
capilar (EC). Com um fundamento quimico diferente da cromatografia, esta pode vir a
substitui-la em determinados casos, apresentando também varias vantagens. Visto que
atualmente existe uma maior preocupacao com relagéo ao gasto de solventes organicos
e a geragao de residuos, a EC pode ser uma boa opg¢ao quando se pretende fazer de
uso de uma técnica mais sustentavel.

Apesar de, em algumas situacdes relacionadas as caracteristicas quimicas dos
analitos, a EC nao poder ser aplicada, ja existem variagdes no modo de separacao que

contornam essa desvantagem. No caso de substancias neutras, que teoricamente nao
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seriam separadas pelo método de eletroforese “classico”, é possivel fazer uso de aditivos
no meio eletrolitico que solucionam este problema. Neste contexto, a eletroforese
micelar, na qual se faz uso de uma substancia surfactante no sistema tampéao, torna-se
uma alternativa viavel para a separagao e quantificacdo do farmaco e suas impurezas.

Além das exigéncias relacionadas a identificagdo e quantificagdo dessas
substancias em uma amostra, seja da matéria-prima ou do produto acabado, os
fabricantes também devem avaliar o potencial téxico das impurezas relacionadas ao
farmaco, uma vez que a presenca destas pode influenciar na terapia dos pacientes.

A avaliagao desse potencial pode ser realizada via programas computacionais ou
pela aplicacdo de ensaios in vitro. Estes ultimos sdo largamente empregados e sao
divididos em testes de citotoxicidade e genotoxicidade. Para a verificagdo do potencial
toxico das impurezas a nivel celular, prioriza-se realizar um compilado de ensaios
diferentes cujos resultados devem ser avaliados em conjunto para que se tenha um aval
bem embasado. Por outro lado, a verificagdo do possivel dano ao DNA é mais
comumente realizada por meio do ensaio cometa, também conhecido como ensaio de
eletroforese em gel de célula unica (SCGE), € amplamente aplicado como um dos
métodos padrao para esta finalidade.

Neste contexto, e tendo em vista a pouca quantidade de métodos de quantificacao
da dapagliflozina disponiveis na literatura e nos compéndios oficiais, o presente trabalho
buscou contemplar o desenvolvimento de metodologias analiticas adequadas para a
quantificacdo da dapagliflozina e suas impurezas de sintese, utilizando de técnicas com
diferentes fundamentos. Tanto no método por CLAE quanto por EC, a dapagliflozina foi
identificada e quantificada de maneira satisfatéria, cumprindo com os parametros de
validacdo analiticos preconizados pela legislagdo. Ambos os métodos foram
comparados estatisticamente e demonstraram que ndo ha diferengca entre seus
resultados. Ja o método desenvolvido por CLUE apresentou resultados satisfatérios
tanto para a quantificagdo do farmaco quanto das suas impurezas relacionadas. A alta
sensibilidade apresentada por essa técnica, demonstrada pelos baixos limites de
deteccdo e quantificagcdo, € uma das suas principais vantagens para uso na
quantificacdo de impurezas, uma vez que estas geralmente encontram-se em niveis de
tragos nas amostras. Além disso, a separagao de todos os analitos em um reduzido
tempo de analise faz com que o método por CLUE seja uma opgao interessante para

aplicagao na rotina dos laboratérios de controle de qualidade.
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Além disso, também foi realizada a qualificacdo das impurezas com relagdo ao seu
potencial toxico, a fim de predizer possiveis danos que a presencga destas substancias
no produto final pode causar, especialmente quando se leva em conta o uso da
dapagliflozina no tratamento de uma doenca crénica. O potencial toxicolégico do farmaco
e suas impurezas de sintese foram realizados por ensaios de MTT, vermelho neutro,
potencial de membrana mitocondrial, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e dano
ao DNA através do teste cometa. Os resultados observados sugerem que as impurezas
estudadas nesse trabalho possuem uma tendéncia a causar danos para as células,
sendo estes proporcionais as suas concentragdes. Dentre elas, a Impureza 3 foi a que
apresentou maior potencial toxico em todos os ensaios. Por outro lado, no ensaio
cometa, o qual verifica a toxicidade a nivel de DNA celular, nenhuma das substancias
testadas foi capaz de causar alteragdes genéticas nas condigdes estabelecidas.

Estes resultados contribuem para uma melhor compreensao da importancia de se
monitorar a presencga de substancias relacionadas nas amostras de farmacos, de modo
a garantir que eventuais contaminagdes ndo sejam capazes de afetar a seguranca e a
eficacia dos medicamentos.

Sendo assim, incorporar os estudos de impurezas no controle de qualidade
farmacéutico deve ser cada vez mais incentivado pelas agéncias reguladoras e cumprido
pelos fabricantes, os quais devem priorizar pela implementagao de técnicas analiticas
adequadas para a identificacdo dessas moléculas em seus produtos, fazendo uso de
metodologias devidamente validadas para o uso pretendido, de forma a garantir a

confiabilidade dos seus resultados.
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7. CONCLUSOES

Os métodos propostos para a quantificagao da dapagliflozina por CLAE e EC foram
adequados para o objetivo proposto e ndo demonstraram diferencas significativas

guando comparados estatisticamente;

A validagdo dos métodos por CLAE e EC demonstrou que ambos sdo especificos,
lineares, precisos, exatos e robustos, cumprindo com todos os parametros pré-

estabelecidos;
O método desenvolvido e validado por CLUE demonstrou ser adequado para a
quantificacdo da dapagliflozina na presenga de trés impurezas relacionadas a sua

sintese;

Os resultados dos testes in vitro para o farmaco nao apresentaram indicios de

citoxicidade nas concentracdes avaliadas;

As impurezas de sintese da dapagliflozina apresentaram diferentes niveis de

citotoxicidade nos ensaios in vitro, em especial a Impureza 3;

No estudo de genotoxicidade, realizado através do ensaio cometa, nenhuma das

substancias apresentou dano ao DNA celular.
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