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INTRODUCAO |

O Diabetes Melittus (DM) é uma patologia de etiologia multipla, decorrente da
secrecao e/ou acdo inadequada de insulina. Constitui um grave problema de saude
publica, devido a sua alta frequéncia na populacdao, suas complicacbes, altos custos
financeiros e sociais envolvidos no tratamento desta patologia. O fosfato de sitagliptina
(figura 1) é o primeiro medicamento de uma nova classe terapéutica, as gliptinas. A
sitagliptina age inibindo a dipeptidil peptidase 4 (DDP-4), enzima que exerce importante
papel no DM tipo 2.

Figura 1. Estrutura quimica do fosfato de sitagliptina.

O fosfato de sitagliptina (STG), Januvia®, apresenta-se na forma de comprimidos
revestidos de 25, 50 e 100 mg de STG (base livre). O desenvolvimento e a
comercializacao do produto sao de responsabilidade da industria Merk Sharp & Dohme
Farmacéutica Ltda.

A eletroforese capilar (EC) € um método de separacao de moléculas carregadas
sob a influéncia de um campo elétrico. A EC teve um rapido avanco nas ultimas décadas
devido a simplicidade instrumental e principalmente a variedade de modos de
separacao que podem ser efetuados com um uUnico capilar e da diversidade de
compostos passiveis de analise em cada modo.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar metodologia analitica por EC
para a determinacao quantitativa da STG em comprimidos revestidos, assim como
determinar a cinética de fotodegradacao do farmaco em solucao metandlica.

MATERIAL E METODO

v' A substancia quimica de referéncia (SQR) utilizada na andlise foi o fosfato de STG com
teor de 99,6%, fornecido por Sequoia Research Products (Oxford, UK).

v Januvia® 50 mg (lote D003817) obtido no comércio local.
v’ Sistema de eletroforese capilar HP3D - CE (AGILENT), com detector UV.

v Software HP Chemstation para o controle do sistema, aquisicdo e tratamento de dados.

| VALIDAGAO DA METODOLOGIA ANALITICA POR EC |

No desenvolvimento da técnica por EC testou-se diferentes condicdes experimentais
relacionando as caracteristicas do farmaco e do método, bem como a utilizacao de um
padrao interno. As condicoes eletroforéticas utilizadas para a validacao do método estao
apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Condicdes eletroforéticas empregadas na validacao do método analitico.

Caracteristica Descricao

Capilar de silica fundida 48,5 cm (40,0 cm efetivo) e 50 um diametro interno

Eletrdlito Tampao Tris:SDS (50 mM:75 mM) pH 10,6

Pré-condicionamento 5 minutos eletrélito

Temperatura de analise 25°C+1°C

Padrao Interno Duloxetina (DLX)

O método foi validado de acordo com a RE n2899/2003 e o ICH, 2005. Os parametros
analiticos avaliados foram linearidade, precisao, exatidao, especificidade e robustez.
A cinética de fotodegradacao foi realizada em cubetas de quartzo contendo STG em

solucdo metandlica frente a radiacdao UVC (254 nm) em tempos pré-estabelecidos (0; 0,5; 1;
2; 3; e 4 horas).

Linearidade

A linearidade foi avaliada através da construcao de uma curva padrao média (figura
2) na faixa de 50 a 150 pug/ml, obtida a partir de experimentos realizados em triplicata.
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Figura 2. Representacao grafica da curva padrao do fosfato de sitagliptina SQR por EC.

A equacao da reta foi determinada através da regressao linear pelo método dos
minimos quadrados. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para verificar o desvio da
linearidade do método. Os resultados demonstraram que o método € linear na faixa de
concentracao estudada.

Precisao

A precisao do método foi avaliada através da
repetibilidade e da precisao intermediaria
(tabela 2).

O meétodo demonstrou ser preciso, visto
que, os desvios padrao relativos (DPR)
mostraram-se menores que 2,0% e a precisao
intermediaria apresentou DPR de 1,83%. O valor
percentual médio de STG foi de 98,80% do teor
declarado.

Tabela 2. Resultados da precisao do método analitico
por eletroforese capilar a 207 nm.

Dia 1 Dia 2

97,34 96,94

97,19 99,03

95,86 97,04

98,14 100,11
97,56 99,31
101,37 100,12
97,91 98,76

1,89 1,45

Dia 3
96,67
99,44
99,29
99,14
100,96
101,53
99,505

Amostras (n)

Média (%)
DPR (%)

Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo teste de recuperacao, utilizando o método de adicao de
padrao. As quantidades adicionadas correspondem a 25, 50 e 75% do ponto inicial da curva
(50 pg/ml). O método desenvolvido demonstrou ser exato, exibindo uma faixa de
recuperacao de 100,43% a 101,84%.

Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da comparacao dos eletroferogramas
das solucdes de STG 100 pg/ml com padrdo interno duloxetina 30 pg/ml (DLX) e da
amostra simulada dos excipientes (placebo) da formulacao (figura 3). A especificidade
também foi avaliada frente a interferéncia de provaveis produtos de degradacao obtidos
em condicdes de estresse (figura 4).
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Verificou-se que os excipientes da formulacao nao interferem na analise, assim como,
os provaveis produtos de degradacao formados. A pureza do pico foi avaliada, certificando
gue nao ha produtos de degradacao eluindo no mesmo tempo de migracao da STG, e
consequientemente, interferindo na analise do farmaco.

Robustez: Plackett-Burman

No delineamento experimental Plackett-Burman seis fatores foram avaliados: pH,
concentracao do TRIS e SDS, temperatura de analise, comprimento de onda e tensao. Os
resultados obtidos referem-se aos teores que variaram de 95,91% a 101.93%.

Através do teste t pode-se concluir que nenhum dos fatores estudados foram
significativos, visto que, os valores de t calculados foram menores que o valor de t critico
2,57 (o =0,05).

CINETICA DE FOTODEGRADACAO |

Considerando a fotossensibilidade da STG, observada nos resultados do estudo
preliminar de estabilidade, realizou-se a cinética de fotodegradacao. As velocidades de
reacao podem ser de ordem zero, primeira ordem ou segunda ordem. A ordem de reacao
€ uma grandeza experimental determinada a partir da velocidade da reacao quimica
verificando-se a concentracao das amostras retiradas no decorrer do tempo.

y=0,001x + 0,010
R2=0,9830
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Figura 5. Representacao grafica da cinética de fotodegradacao da STG frente a luz UVC por EC.

A partir dos graficos obtidos, foi possivel atribuir a reacao de fotodegradacao da STG
em solucdo metandlica uma cinética de segunda ordem (r?2=0,9830).

CONCLUSOES

O método desenvolvido por eletroforese capilar foi validado adequadamente e
demonstrou ser linear, preciso, exato, especifico e robusto, para a analise quantitativa da
STG em comprimidos revestidos. A cinética de fotodegradacao da STG pode ser descrita
como cinética de segunda ordem.
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