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RESUMO

A linagliptina (LGT) é um farmaco inibidor da DPP-4, da classe das gliptinas, utilizado
para o controle glicémico de diabetes mellitus tipo 2. Levando-se em conta que 0S
farmacos utilizados no processo de producdo das formulacGes farmacéuticas ndo sédo
considerados totalmente puros, alguns Guias Regulatérios (ICH) descrevem a
necessidade da quantificacdo do farmaco e suas impurezas de sintese. Diante disso, 0
objetivo do estudo é o desenvolvimento de um método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para quantificacdo do farmaco e de suas trés principais impurezas de
sintese e o estudo de seguranca bioldgica destas substancias. O desenvolvimento e a
validacdo do meétodo para LGT e das trés impurezas foram realizados por CLAE
acoplada a um detector de arranjo de diodo (DAD), utilizando coluna C8 (5 um -
4,6x100 mm), fase movel eluida em modo gradiente, constituida de uma mistura de
acido férmico 0,1% pH 3,5 e acetonitrila (ACN) eluida com uma rampa crescente de
10% na proporcao de ACN de (0) zero ao 4 min (30% para 70%) e decrescente de 10%
na proporgdo de ACN de 5 a 8 min (70% para 30%), vazéo de 0,6 mL/min, volume de
injecdo de 20 pL e temperatura do forno de 30°C. Os comprimentos de onda de
deteccdo utilizados foram 294, 278, 268 e 280 nm para LGT, impureza 1, 2 e 3,
respectivamente. O método apresentou-se seletivo e especifico para a LGT e as
impurezas, pois ndo houve interferéncia dos produtos de degradacéo por Ultravioleta A,
hidrolise basica (hidroxido de sodio 1,0 mol/L) e &cida (&cido cloridrico 1,0 mol/L),
peroxido hidrogénio 30%, temperatura 60 °C e hidrolise bésica e acida em condicOes
térmicas a 80 °C e dos excipientes na quantificacdo do farmaco. A resposta foi linear na
faixa de 2,41-144,0 pg/mL (r = 0,9996) para a LGT e na faixa de 0,06-3,6 pg/mL para
as impurezas testadas (r = 0,9963, 0,9994 e 0,9991 para impureza 1, 2 e 3,
respectivamente). O método demonstrou exatiddo, com teores de recuperagdo de 99,79,
93,12, 92,92 e 93,99% para a LGT e impureza 1, 2 e 3, respectivamente. A precisdo
intra e inter-dia foi satisfatéria (RSD 1,36, 4,14, 3,50 e 4,08% para a LGT e impureza 1,
2 e 3, respectivamente) e a robustez ndo apresentou diferencas significativas com
pequenas alteragdes nas condices analiticas (pH, fase movel, temperatura, fluxo e
detector). A cinética de degradacdo em condicdo alcalina associada a temperatura de (80
°C), apresentou resultados de primeira ordem. A avaliacdo da seguranca bioldgica foi
realizada por meio da citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade através dos
testes de viabilidade celular, micronicleo e cometa, respectivamente. Nos testes de
seguranca bioldgica a LGT apresentou-se apenas citotoxica na concentragcdo 10 vezes
superior a concentracao plasmatica maxima, enquanto as impurezas 1 e 3 apresentaram-
se citotoxica, mutagénica e genotdxica em uma concentracdo equivalente a 10%
concentragdo plasmatica maxima do farmaco e a impureza 2 evidenciou sua
citotoxicidade e genotoxicidade na concentracdo equivalente a 10% da concentragédo
plasméatica maxima do farmaco. De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar
que o método proposto foi indicativo de estabilidade por CLAE para LGT e ainda
demonstrou-se adequado para analise quantitativa das impurezas de sintese do farmaco.
Além disso, evidenciou-se que a LGT e as impurezas de sintese estdo em conformidade
com os testes de seguranca biologica empregados, desde que utilizadas nas
concentracdes adequadas.

Palavras-chave: citotoxicidade, genotoxicidade, impurezas de sintese, linagliptina,
método indicativo de estabilidade e mutagenicidade.



ABSTRACT

Linagliptin (LGT) is an inhibitor of DPP-4 used for glycemic control of type 2 mellitus
diabetes. Since the drugs used in the production process of the pharmaceutical
formulations are not considered totally pure, the Regulatory Guides describing the need
of the drug quantification and impurities potentials. Therefore, the aim of this study was
to develop a method by high-performance liquid chromatography to quantify the drug
and three potential synthetic impurities and biological safety studies. The development
and validation of the method for LGT and the three impurities were carried out by
HPLC coupled to a photodiode array detector. The chromatographic separation was
performed in a RP-8 column (150 x 4.6 mm, 5 um), at 30°C. The separation was
performed by means of a linear gradient elution (eluent A: formic acid 0.1% pH 3.5;
eluent B: acetonitrile). The gradient obeys the following sequence: 30-70% of B (0 - 4
minutes) and 70-30 of B (4,01 - 8 minutes) at a flow-rate of 0.6 mL min™ and run time
of 10 minutes. The injection volume was 20 uL and detection at 294, 278, 268 e 280 nm
for LGT, impurity 1, 2 and 3, respectively. The method showed selectivity and specific
for the LGT and synthetic impurities, therefore no interference of degradation products
(UV-A, basic hydrolysis (sodium hydroxide 1.0 mol L) and acid (hydrochloric acid 1.0
mol L), peroxide (30%), temperature (60 ° C) and acidic and basic hydrolysis under
thermal conditions (80° C)) and the excipients in the quantification of the drug. The
response was linear from 2.41 to 144.0 pg mL™ (r = 0.9996) for the LGT and in the
range of 0.06 to 3.6 pug mL™ (r = 0.9963, 0.9994 and 0.9991 for impurity 1, 2 and 3,
respectively ). The method showed accuracy, with recovery levels of 99.79, 93.12,
92.92 and 93.99% for LGT and impurity 1, 2 and 3, respectively. The intra and inter-
day precision was suitable (RSD 1.36, 4.14, 3.50 and 4.08% for LGT and impurity 1, 2
and 3, respectively) and the robustness showed no significant differences with small
changes in the analytical conditions (pH of the mobile phase, temperature, flow-rate and
detector). The kinetics of degradation in alkaline conditions associated with temperature
(80° C), showed results of the first order. The evaluation of the biological was
performed by cytotoxicity, mutagenicity and genotoxicity through the cell viability test,
micronucleus and comet, respectively. In biological safety testing LGT had only
cytotoxic activity at a concentration of 10 times the maximum plasma concentration,
while the impurity 1 and 3 set out cytotoxic, mutagenic and genotoxic in a concentration
equivalent to 10% maximum plasma concentration of the drug and impurity 2 showed
cytotoxicity and genotoxicity in concentration equivalent to 10% of the maximum
plasma concentration of the drug. According to the results, it can be seen that the
proposed method by HPLC is stability-indicating and suitable for quantitative analysis
of the drug and synthetic impurities. Furthermore, it was observed that the LGT and
synthetic impurities are in accordance with biological safety studies, if they are used in
appropriate concentration.

Keywords: cytotoxicity, genotoxicity, synthesis impurities, linagliptin, indicative
method of stability and mutagenicity
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1. INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabolica crénica, ndo transmissivel,
classificada em trés tipos: diabetes gestacional, aumento relativo de glicose durante a
gravidez; DM tipo 1, caracterizada pela destruicdo imunoldgica das células beta
pancreaticas em individuos geneticamente suscetiveis com deficiéncia absoluta de
insulina e; DM tipo 2, caracterizada pelo distarbio de secrecao de insulina, resisténcia a
insulina nos tecidos alvos ou pela dessensibilizacdo dos receptores de insulina (FILHO,
2011).

A DM vem sendo considerada um dos maiores problemas de saide mundial,
pois de acordo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) esta patologia afeta
aproximadamente 422 milhdes de individuos em todo o mundo, com projecdo de
duplicar nos proximos 20 anos (OMS, 2016). No Brasil, segundo estimativas, ja sdo
mais de 12 milhdes de portadores da doenca (SBEM, 2014) e 90% dos casos de DM séo
representados pelo DM tipo 2 (OMS, 2016). Nesse contexto, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de novos farmacos que auxiliem no controle glicémico destes

pacientes.

Com esta finalidade, a Boehringer Ingelheim® langou em 2009 uma classe de
novos farmacos conhecida como gliptinas ou inibidores da dipeptidil peptidase-4 (DPP-
4). Dentro desta classe a LGT vem sendo utilizada como uma alternativa no controle da
DM tipo 2. Estes farmacos aumentam a secrecao de insulina dependente de glicose e
diminuem a secrecdo de glucagon. Seu mecanismo de acdo é estabilizar o GLP-1
enddgeno pela inibicdo da enzima que o degrada, a DPP-4. Pacientes com DM2
apresentam diminuicdo dos niveis de GLP-1 no estado pos-prandial, contribuindo para a
reducdo do estimulo fisioldgico da secrecdo de insulina e ndo permitindo a supresséo do
glucagon, portanto, o uso de inibidores dessa enzima aumentam em duas a trés vezes 0s
niveis de GLP-1 ativo (SBD, 2009; SBD, 2014).

Tendo como premissa que os farmacos utilizados no processo de formulagGes
farmacéuticas ndo sdo considerados totalmente puros e a inexisténcia de relatos de
deteccdo e quantificacdo de impurezas farmacéuticas presentes no farmaco linagliptina,

objetiva-se 0 desenvolvimento e a validacdo de um meétodo analitico indicativo de
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estabilidade por CLAE para quantificar o farmaco e suas principais impurezas de sintese
e avaliar a seguranca bioldgica destas substancias utilizando ensaios de citotoxicidade e
genotoxicidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar um método analitico indicativo de estabilidade por CLAE
para a determinacdo quantitativa de LGT e de suas principais impurezas de sintese em
comprimidos revestidos, bem como realizar estudos de seguranca bioldgica do farmaco

e suas principais impurezas de sintese.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar um método de andlise por CLAE indicativo de
estabilidade para quantificacdo da LGT e suas principais impurezas;

e Avaliar a estabilidade do farmaco LGT em comprimidos revestidos de 5 mg,
submetendo-os ao estresse térmico (60 °C), oxidativo (H,O, 30%), fotdlise (UV-
A) e a hidrolise em meio acido e meio béasico (1,0 mol/L) com e sem
temperatura (80 °C) ;

e Determinar a cinética de degradacdo do medicamento LGT quando submetidos a
hidrolise basica (1,0 mol/L) em presenca de temperatura (80 °C);

e Avaliar a citotoxicidade da linagliptina e suas principais impurezas por meio do
teste de viabilidade celular;

¢ Avaliar a genotoxicidade da linagliptina e suas principais impurezas por meio do
teste do cometa;

e Avaliar mutagenicidade da linagliptina e suas principais impurezas por meio do

teste de micronucleo.

16



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Gliptinas

As gliptinas sdo agentes antidiabéticos orais, constituintes de uma nova classe
terapéutica, amplamente utilizada para o tratamento de diabetes mellitus tipo 2 (DM-2).
Estes farmacos séo inibidores da dipeptidil peptidase-4 (DPP-4), enzima que degrada as
incretinas em formas inativas (FERREIRA, 2014; SBD, 2013). O primeiro
medicamento desta classe terapéutica a ser comercializado foi o fosfato de sitagliptina
(Januvia®), no entanto, atualmente existe uma série de analogos no mercado
farmacéutico: vildagliptina (Galvus®), saxagliptina (Onglyza®), linagliptina (Trayenta®)
e alogliptina (Nesina®), conforme apresenta a figura 1 (PAULA, 2014; SBD, 2013; RX
LIST, 2015).

FIGURA 1 - Estrutura quimica das principais gliptinas presentes no mercado

farmacéutico.
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3.1.1 Linagliptina

3.1.1.1 Aspectos gerais

A LGT foi aprovada para comercializagdo nos Estados Unidos em maio de 2011
(FDA, 2011). No Brasil teve seu registro aprovado para comercializagdo pela
Boehringer Ingelheim em parceria com a Eli Lilly em julho de 2011, na forma de

comprimidos revestidos de 5 mg, com o nome comercial de Trayenta® (BRASIL, 2011).

3.1.1.2 Descric¢ao do farmaco Linagliptina

Nome quimico da linagliptina: {1H - purina -2,6 - diona , 8-[(3R)-3-amino-1-
piperidinyl]-7-(2-butyn-1-yl)-3,7-dihydro-3-methyl-1-[ (4-methyl-2-
quinazolinyl)methyl]} (SUJATHA; RAO, 2013);

Registro no Chemical Abstracts (CAS): 68270-12-0; (TRADJENTA, 2014)
Formula molecular: CysH2sNgO, (ARCHANA; SRIRAM; GAYASUDDIN, 2013);
Massa molecular: 472,54 g/mol (ACD/LABS, 2010);

Faixa de fusdo: 202 a 209°C (ECKHARDT et al, 2007);

Aspecto: P6 branco a amarelado, apresentando-se como substancia solida ligeiramente
higroscépica (ARCHANA; SRIRAM; GAYASUDDIN, 2013);

Solubilidade: Ligeiramente solivel em agua (0,9 mg/mL), soluvel em metanol
(60 mg/mL), moderadamente soltvel em etanol (10 mg/mL), ligeiramente soltuvel em
isopropanol e em acetona (1 mg/mL) (ARCHANA; SRIRAM; GAYASUDDIN, 2013).

Valor de pKa: Duas constantes nos valores de 8,6 e 1,9 referentes a protonacdo da

amina primaria e do grupo quinazolina, respectivamente (FDA, 2011).
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3.1.1.3 Mecanismo de acéo

A LGT é um farmaco inibidor da enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4), uma
enzima responsavel pela inativacdo das hormonas incretinas GLP-1 e GIP (peptideo-1
semelhante ao glucagon e polipeptideo insulinotrépico dependente da glicose). Estas
incretinas estdo envolvidas na regulacdo fisiologica da homeostase da glicose e sdo
rapidamente degradadas pela enzima DPP-4. As incretinas sdo liberadas a um baixo
nivel durante o dia, no entanto, apos as refei¢cbes tem seu nivel elevado imediatamente.
A GLP-1 e a GIP aumentam a biossintese e a secrecdo de insulina pelas células beta
pancredticas na presenca de niveis séricos glicémicos elevados e normais. Ao mesmo
tempo, a GLP-1 reduz a secre¢do de glucagon pelas células alfa pancreéticas,
ocasionando uma diminuicao da producdo hepatica de glicose. A linagliptina liga-se de
forma eficaz e reversivel a DPP-4, originando uma elevacgdo sustentada dos niveis de
incretinas e um prolongamento da sua atividade, assim faz com que aumente de forma
dependente da glicose a secrecédo de insulina e reduza a secrecao de glucagon, o que por

fim resulta numa melhora da homeostase da glicose (RX LIST, 2015).

3.1.1.4 Indicacbes

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) aprovou o farmaco
linagliptina na apresentacdo de 5 mg, em dose Unica diaria, para o tratamento do DM-2.
Este medicamento tem como objetivo a reducdo de niveis de glicose na circulacdo
sanguinea, no entanto, sua eficacia € aumentada quando associado a reeducacao
alimentar e prética de exercicios fisicos diarios (EMEA, 2012). A LGT pode ser
administrada em monoterapia ou em associacbes com outros medicamentos
antidiabéticos, como por exemplo: metformina, sulfonilureias, tiazolidinedionas e
pioglitazona (SCHEEN, 2012).

3.1.1.5 Efeitos adversos

A seguranca da linagliptina foi avaliada globalmente em pacientes com DM2, os
quais receberam a dose diaria de 5 mg. Nos estudos foram comparados o grupo placebo

com os tratados com a dose terapéutica de 5 mg de linagliptina por 12 ou mais semanas.
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Sendo que na analise agrupada, a incidéncia global de eventos adversos nos pacientes
tratados com placebo foi similar a da linagliptina 5 mg (63,1% versus 60,3%). Porém
com descontinuacdo da terapia os efeitos adversos foram mais elevados nos pacientes
que receberam placebo, em comparacdo aqueles que receberam linagliptina 5 mg (4,4%
versus 3,3%) (TRADJENTA, 2014; SCHEEN, 2012).

Os efeitos adversos da LGT foram analisados e sdo exibidos com base nos

respectivos regimes de tratamento:

e Monoterapia (linagliptina 5 mg): nasofaringite e tosse (rea¢des incomuns - >
1/1.000 e < 1/100) e hipersensibilidade e pancreatite (frequéncia ainda
desconhecidas).

e Associacdo de outros antidiabéticos (metformina, pioglitazona, sulfonilureia e
sulfonilureia + metformina): além das rea¢cdes em monoterapia em alguns casos

apresentaram ganho de peso, hipertrigliceridemia e hipoglicemia.

Outras ocorréncias de efeitos adversos foram relatadas ap6s comercializacdo do
produto como rash, angioedema e urticaria (NEUMILLER; SETTER, 2012;
TRADJENTA, 2014).

3.1.1.6 Farmacocinética

A LGT € absorvida no trato gastrointestinal e ndo sofre interferéncia da

alimentacdo. A tabela 1 apresenta os parametros farmacocinéticos deste farmaco.
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TABELA 1 - Parametros farmacocinéticos da LGT

Parametros Valores de referéncia Referéncia
observados
Tempo méximo plasmatico (T 1,75 h; 2h NEUMILLER;
max) SETTER, 2012; AV,
2012,
Concentracdo plasmatica 8,32 nmol/L NEUMILLER;
méaxima (C max) SETTER, 2012.
Biodisponibilidade absoluta (F 30% EMEA, 2012; FDA,
abs) 2011.
Tempo de meia vida de 131 h NEUMILLER;
eliminacéo (T %) SETTER, 2012.
Depuracéo renal no estado de 70 mL/min EMEA, 2012.
equilibrio
Via de eliminacéo Fezes (80%) e urina (5%). TRADJENTA, 2014;
Em sua metabolizacdo em FDA, 2011; EMEA,
média 90% da linagliptina é 2012.

excretada na forma inalterada

3.2 Impurezas farmacéuticas

3.2.1 Aspectos gerais

Impurezas podem ser caracterizadas como qualquer substancia quimica estranha
e indesejavel presente em farmacos e formulagGes farmacéuticas. A presenca destas
impurezas, mesmo em pequenas quantidades, pode influenciar a eficcia e a seguranca
dos produtos farmacéuticos. Devido a isso, compreender a origem e quais as possiveis
impurezas presentes pode facilitar o desenvolvimento de farmacos mais puros,
melhorando a qualidade do produto final (BASAK, 2007; ROY, 2002).
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3.2.2 Tipos de impurezas farmacéuticas

As impurezas podem ser classificadas nas seguintes categorias: impurezas
organicas, impurezas inorganicas, solventes residuais e outros tipos de impurezas, tais
como, formas polimdrficas e esteroisomeros (NG; LUNN; FAUSTINO, 2007).

As impurezas organicas sdo derivadas de matérias-primas, subprodutos,
intermediarios, produtos de degradacdo, impurezas de sintese, reagentes e catalisadores
e, podem surgir durante o processo de fabricacdo e/ou armazenamento da nova
substancia (ICH, 2006).

Sabe-se que algumas impurezas podem ser formadas da degradacdo do farmaco
ou do produto farmacéutico e que resultam de altera¢cdes quimicas ocorridas no processo
de sintese do farmaco ou durante o armazenamento, devido a fatores como, luz,
temperatura, oxidacdo ou umidade. Além disso, produtos de degradacdo também podem
ser originados da interacdo do farmaco com excipiente da formulacdo ou do préprio

contato com sua embalagem primaria (ICH, 2006).

As impurezas inorganicas podem ser resultados do seu processo de fabricagéo,
podendo ser reagentes, catalisadores, metais pesados, tampdes e outros materiais

utilizados no processo de sintese (ICH, 2006).

Os solventes residuais sdo liquidos inorganicos ou organicos utilizados como
veiculos para a preparacdo de solucdes ou suspensdes na sintese de uma nova
substancia. Sendo, classificados de acordo com o grau de risco a satude humana, sendo

elas:

e Classe 1: Carcinogénicos, alta toxicidade (ex. benzeno e tetracloreto de
carbono);

e Classe 2: Toxicidade intermediaria (ex. diclorometano, metanol, piridina,
tolueno e acetonitrila);

e Classe 3: Baixo potencial toxico (ex. &cido acético, acetona, alcool isopropilico,
butanol, etanol e acetato de etila) (ICH, 2006).

Impurezas polimdrficas sdo oriundas do processo de polimorfismo, ou seja,
capacidade de uma substancia de existir em mais de uma forma cristalina. Diferentes

formas cristalinas de um mesmo farmaco podem apresentar diferentes propriedades o
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que pode influencia diretamente o processo de fabricacdo de um medicamento e,

consequentemente modificar suas caracteristicas fisico-quimicas (ARAUJO, 2009).

Impurezas enantioméricas também recebem atengdo em  estudos
farmacoldgicos, pois as vias sintéticas de farmacos quirais, em sua maioria, ndo sao
estereosseletivas, levando a formacgédo de ambos os enantidbmeros, devido as dificuldades
técnicas e econdmicas para separa-los. Por esses motivos, farmacos enantioméricos séo
quase sempre comercializados na forma de misturas racémicas, ou seja, uma mistura de

quantidades iguais de cada um dos enantibmeros (BERNARDO, 2008).

3.2.3 Legislagéo de impurezas

No Brasil, a resolucdo da diretoria colegiada (RDC) n° 57, de 17 de novembro
de 2009 descreve a necessidade de caracterizar o perfil de impurezas como requisito
para registro de insumos farmacéuticos ativos a serem comercializados no Pais,
entretanto, nesta resolucdo ndo sdo estabelecidos limites (BRASIL, 2009). Além disso, a
International Conference on Harmonisation (ICH) visando padronizar e regulamentar o
perfil de impurezas presentes em formulacbes farmacéuticas institui trés guias

regulatorios referentes a analise de impurezas, sendo eles:

= |ICH Q3A (R2) (2006)

= Descreve as orientacBes sobre registro e qualificacdo do teor de

impurezas presentes em novos farmacos produzidos por sintese quimica.
= ICH Q3B (R2) (2006)

* Viabiliza orientacbes sobre registro e qualificagdo de impurezas
presentes em novos medicamentos produzidos a partir de novos
farmacos.

= |ICH Q3C (R5) (2005)
= Fornece limites aceitaveis para solventes residuais presentes em produtos

farmacéuticos.

De uma forma geral o ICH Q3A (R2) prevé que para impurezas em novos
produtos, a identificagdo ndo é necessaria quando seu nivel esté abaixo de 0,1% a menos

gue as mesmas sejam tdxicas ou apresentem alguma atividade. Neste sentido, o ICH
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Q3A (R2) preconiza os limites estabelecidos (Tabela 2) para impurezas em matérias-
primas de novos farmacos produzidos por sintese quimica, conforme sua dose maxima

diéria.

TABELA 2 - Limites de impurezas relacionados ao relato, identificacdo ou qualificacdo
de acordo com a dose administrada (ICH Q3A R2).

Dose méxima Limite relatado* Limite de Limite de
identificacdo** qualificacao***
<2 g/dia 0,05% 0,1% ou ingestdo  0,15% ou ingestao
de 1,0 mg/dia de 1,0 mg/dia
> 2 g/dia 0,03% 0,05% 0,05%

Legenda: *Um limite acima do indicado a impureza deve ser relatada; **Um limite
acima do indicado a impureza que deve ser identificada; ***Um limite acima do

indicado, a impureza deve ser qualificada.

3.2.4 Impurezas de sintese da linagliptina

As impurezas oriundas do processo de sintese sdo as principais impurezas
organicas presente nos farmacos. Neste sentido, avaliando a rota sintética dos farmacos
podemos observar quais sdo as provaveis impurezas presentes no produto final (NG;
LUNN; FAUSTINO, 2007).

A Figura 2 apresenta a principal rota sintética do farmaco em estudo (DING,
2013).
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FIGURA 2 - Rota de sintese da linagliptina

= e
r ‘_\:;_I/A\\fN

0 0
H —
py i

S

I
N: HN” N
y/ Br JT /}_BI’
0 N~ N DMF, DIPEA, RT, 83% O'A\N =N K2CO4, DMF, RT, 85%

=" =
0 // ~~._»NHBoc 0 A
JJ HN Jk [ }NHBOC
| S .NM SN _N>_B | % NN N N NJ,.—\\
[/MN;L:“K ' /IN H.z“\&_\/

j_-,-f/,
y Q r’/ NH;
CF3COOH, CHyCly |”*~’ 'H}I/HNHI"N;—N‘
RT,91% [“f’ AN ofg\r'a N :>
Legenda: Compostos quimicos — DMF (Dimetilformamida), DIPEA (N,N-
Diisopropylethylamine), RT (Fosfoetanolamina), K,Cos; (Carbonato de potassio) e
DMSO (Dimetilsulfoxido)

Fonte: Ding, 2013

3.3 Validacdo de métodos analiticos para determinacéo de impurezas

O desenvolvimento de um método analitico ou adequacdo de um método ja
existente envolve um processo de avaliagdo de seus resultados, de modo a estimar sua
eficiéncia. Esse processo de validacdo objetiva demonstrar que o método de escolha
preenche as finalidades pretendidas, obtendo-se assim informagfes confiaveis para
serem utilizadas (ERMER, 2005).

Neste sentido, a Farmacopeia Americana (United States Pharmacopeia - USP), a
legislacdo brasileira através da resolucdo RE N° 899 (BRASIL, 2003) e o ICH
apresentam Guias Regulatorios afim de uma melhor compreensdo sobre os

procedimentos analiticos e seus pardmetros. A resolucdo RE n° 899 (Brasil, 2003)
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classifica estes testes em categorias de acordo com sua finalidade. A categoria | tem a
finalidade de realizar testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias-primas. Na categoria Il realizar testes quantitativos
ou ensaio limite para a determinacdo de impurezas e produtos de degradacdo em
produtos farmacéuticos e matérias-primas. As categorias Ill e IV tem a finalidade de

realizar testes de desempenho e identificacdo (BRASIL, 2003).

Estas diretrizes apresentam parametros para realizar a validacdo de uma
metodologia entres eles: linearidade especificidade/seletividade, exatiddo, precisdo,
limite de detecgéo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e robustez. A tabela 3 apresenta
0s parametros que devem ser avaliados , dependendo da categoria dos ensaios
(BRASIL, 2003).
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TABELA 3 — Parametros avaliados para validacdo de métodos analiticos de acordo com

a categoria do processo.

Parametro Categoria  Categoria Il ~ Categoria Categoria Categoria
I (Quantitativo) Il (Ensaio i v
limite)
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Né&o * Né&o
Intervalo Sim Sim * * Né&o
Precisdo Sim Sim Né&o Sim Né&o

Repetibilidade

Intermediaria *x *x Né&o ** Né&o
Limite de Né&o Né&o Sim * Né&o
deteccdo

Limite de Né&o Sim Né&o * Né&o

quantificacdo
Exatiddo Sim Sim * * Néo

Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

Fonte: Brasil, 2003
* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** se houver comprovacdo da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacdo da

precisao.

3.4 Determinacao quantitativa de gliptinas

A literatura pesquisada apresenta uma série de trabalhos publicados objetivando
a determinacdo quantitativa de gliptinas utilizando diferentes métodos analiticos. El-
Bagary; Elkady e Ayoub (2012) desenvolveram um trabalho utilizando a CLAE em fase
reversa para determinacdo da LGT usando como fase movel uma mistura de tampéo
fosfato pH 4,6 e acetonitrila (20:80, v/v) e vazdo de 1,0 mL/min em eluente isocratico.
A determinacdo quantitativa foi realizada utilizando dois diferentes detectores:

ultravioleta a 299 nm e fluorescéncia a 239 nm para excitacdo e 355 nm para emissao.
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Boovizhikannan e Palanirajan (2013) avaliaram a determinacédo de vildagliptina
em sua forma pura e em comprimidos por CLAE em fase reversa. A fase mével foi
composta de uma mistura de tampédo fosfato 0,1 mol/L e acetonitrila (85:15, v/v),
coluna Agilent XDB C18 (150 mm x 4,6 mm X 5um), vazdo 1,0 mL/min. e

comprimento de onda de deteccao de 210 nm.

Archana; Sriram e Gayasuddin (2013) desenvolveram e validaram um método
por CLAE para LGT em fase reversa, utilizando coluna Khromosil C18 (150 x 4,6 mm
x 5um), fase mdvel constituida de uma mistura de 0,02 mol/L de di-hidrogenofosfato de
potéssio e acetonitrila (70:30 v/v) pH 5, ajustado com solucdo de &cido o-fosforico 1%.
A vazdo utilizada foi 1,2 mL/min e comprimento de onda de 226 nm.

Sujatha e Rao (2013) desenvolveram uma metodologia por CLAE para
determinacdo de LGT utilizando uma coluna C18 (100 x 4,6 mm x 5um), fase mével
consistindo de tampé&o de fosfato (pH 3,4) e acetonitrila (70:30 v/v) em uma vazéo de
1,0 mL/min. O farmaco foi detectado em 240 nm utilizando obteve deteccdo ultravioleta

e apresentou 2,79 min. como tempo de retencao.

Engel (2014) desenvolveu um método por cromatografia liquida de fase reversa,
indicativo de estabilidade do farmaco LGT em comprimidos, utilizando uma coluna C8
(100 x 4,6 mm x 5um) em tempratura controlada de 30 °C, utilizando como fase movel
uma mistura de agua (trietilamina 1,0%, ajustado para o pH 4,5 com éacido
ortofosfdrico) e de acetonitrila (80:20, v/v), vazdo de 1,2 mL/min e deteccdo ultravioleta
a293nm.

3.5 Estudos de Seguranca Bioldgica

De acordo com Franca (2008) qualquer substancia quimica, dependendo das
condicBes de exposicdo e/ou concentracdo, pode ser considerada toxica, no entanto,
qualquer substancia, desde que as condi¢des de exposicdo sejam mantidas abaixo dos
niveis de tolerancia, pode ser usada de forma segura. Neste sentido, a compreenséo das
propriedades fisicas e quimicas dos compostos quimicos, bem como de seus efeitos

sobre as células, genes e mutacdes constituem importantes informac6es para se avaliar o
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comprometimento deletério ou mesmo a potencialidade de acdo letal que um

determinado produto exerce sobre 0s organismos.

3.5.1 Citoxicidade

A morte celular € uma consequéncia de um processo irreversivel causado por
uma injuria celular letal. Esta pode ocorrer através de dois mecanismos, necrose ou
apoptose, os quais diferem pelas vias bioquimicas e expressdo morfoldgica. Agentes
toxicos podem induzir ou alterar a taxa de apoptose, neste sentido, a avaliacdo da taxa
de morte celular induzida torna-se imprescindivel para avaliar a capacidade toxicologica
de uma substancia (PETINARI, 2004). A avaliacdo da citotoxicidade pode ser feita
através da analise da observacdo da integridade da membrana celular utilizando

métodos com corantes, morfologia celular ou proliferacdo celular.

Entre as técnicas utilizadas para avaliar a citotoxicidade, a analise da viabilidade
celular se destaca. Esta técnica é realizada através da observacdo de alteracdes
morfoldgicas e contagem das células em um microscopio. Na visualizacdo celular as
células vidveis possuem aspecto translicido e as células mortas apresentam coloracéo
azulada a arroxeada, conforme a figura 3 (VALADERES, 2007).

FIGURA 3 — Teste de viabilidade celular utilizando azul de tripan. Obs.: as setas

amarelas indicam células viaveis e a seta vermelha indica célula ndo viavel.

Fonte: Alves, 2009
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3.5.2 Genotoxicidade

A genotoxicidade é uma técnica que estuda os processos que alteram a base
genética da vida por meio de, sua estrutura fisico-quimica, o acido desoxirribonucleico
(DNA), ou ainda por alteracdo do determinismo genético a niveis organicos e celulares,

identificados, respectivamente, como teratogénese e carcinogénese (SAMPAIOQO, 2012).

3.5.2.1 Molécula de DNA

O DNA ¢é uma macromolécula biolégica que tem como funcdo conter e
armazenar as informacdes genéticas. E formado por duas cadeias helicoidais que se
enrolam ao redor do mesmo eixo formando uma dupla hélice. A molécula de DNA
(figura 4) é constituida por uma sequéncia de nucleotideos, formados por trés diferentes
tipos de moléculas: um grupo fosfato; um acgucar pentose e uma base nitrogenada. Estas
bases nitrogenadas sdo derivadas de compostos heterociclicos chamados de pirimidinas,
sendo representadas pela citosina e timina (C e T) e as purinas, representadas adenina e
guanina (A e G). A gquantidade total de nucleotideos purinicos (A + G) é sempre igual a
quantidade total de nucleotideos pirimidinicos (T + C), sendo que a quantidade de A
sempre igual a quantidade de T e a quantidade de G sempre igual a quantidade de C,
mas a quantidade de (A + T) ndo é necessariamente igual a quantidade de (G + C), pois
esta proporcao varia entre organismos diferentes (SCHERER, 2013).

FIGURA 4 — Estrutura do DNA

Fonte: Lopez, 2015
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3.5.2.2 Danos e reparo de DNA

Os danos no DNA normalmente sdo quebras em uma fita ou ambas fitas de
DNA, ligacdes cruzadas das bases entre si ou entre proteinas da fita e/ou através de
adicdo de compostos as bases do DNA. Assim, um pequeno nimero de mutacdes em
genes especificos pode acarretar em um crescimento desordenado das células, levando
ao inicio de um processo neoplasico. Ap6s o dano, a célula pode entrar em apoptose,
eliminando a célula que tenha o processo danoso por completo, ou reparar o dano de
forma que sua estrutura molecular retorne ao seu estado inicial (HOFFMANN E
PRESTON, 2012).

Algumas técnicas para deteccdo de danos no DNA tém sido utilizadas para
identificar substancias com atividade genotdxica, entre elas o teste cometa, o qual nao é
empregado para detectar mutagdes, mas sim lesdes génicas que, apds processadas,
podem resultar em mutages. Este teste tem como principio basico a migracdo do DNA
em uma matriz de agarose sob condicGes eletroforéticas, que por fim pode ser
observado, com ajuda de um microscopio, o grau de lesdo no DNA, classificados de 0 a
4. O valor 0 significa sem migragdo e o valor 4 migragdo méxima, as celulas tém a
aparéncia de um cometa, com cabeca (regido nuclear) e uma cauda com os fragmentos

de DNA gue migraram em direcdo ao polo positivo (figura 5) (SAMPAIQO, 2013).

FIGURA 5 - Classificagdo dos nucledides conforme o comprimento da cauda,
pontuacdo de 0 (sem migracdo) a 4 (migracdo maxima).

Fonte: Lopez, 2015
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3.5.3 Mutagenicidade

As mutacGes geralmente sdo induzidas por agentes quimicos, fisicos ou
bioldgicos, os quais afetam processos como a transcricdo, duplicacdo génica e
alteracdes cromossdmicas. Estas mutacdes ocorrem quando as lesbes no DNA se fixam
de forma capaz de ser transmitida a novas geracfes de células, o que pode ocorrer em
qualquer célula e em qualquer estdgio do ciclo celular, causando dele¢do parcial ou
completa de um gene (POLETTO, 2011; LOPEZ, 2015).

A técnica de escolha utilizada para a avaliacdo das lesGes que causam mutacoes
é a de micronucleos, a qual avalia a formagdo de um nucleo adicional formado por
cromossomos ou fragmentos de cromossomos que nao sdo incluidos no nicleo principal
durante a mitose (SCHMID, 1975; CARRARD, 2007). Esta técnica se faz com auxilio
de microscopia, onde é realizada a visualizacdo de células mononucleadas com presenca

de um, dois ou trés micronucleos (figura 6).

FIGURA 6 — Célula com presenca de microntcleos (MN)
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Fonte: Bucher, 2006
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Produto farmacéutico e substancias quimicas de referéncia

Produto farmacéutico (LGT-FA): Amostras comerciais do medicamento TRAYENTA®,
produzido pela Boehringer Ingelheim, contendo 5 mg de LGT em comprimidos
revestidos, lote 460464AA com validade de 06/14-06/16.

Substancia quimica de referéncia - Linagliptina (SQR-LGT): Adquirida junto a empresa
Sequoia Research Products (Pangbourne, Reino Unido), com pureza de 99,4%.

Substancia quimica de referéncia — Impureza (SQR-IMP): Adquiridas junto a empresa
Sequoia Research Products (Pangbourne, Reino Unido), sendo as trés denominadas (1),
(2) e (3) (Figura 7).

(1) 8-Bromo-3,9-dihydro-3-methyl-1H-purine-2,6-dione (CAS: 93703-24-3);

(2) 2-(Chloromethyl)-4-methylquinazoline (CAS: 109113-72-6);

(3) 7-(2-Butynyl)-8-[(3R)-3-(1,3-dihydro-1,3-dioxo-2H-isoindol-2-yl)-1-
piperidinyl]-3,7-dihydro-3-methyl-1-[(4-methyl-2-quinazolinyl)methyl]-1H-
purine-2,6-dione;R-7-(But-2-yn-1-yl)-8-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)piperidin-
1-yl)-3-methyl-1-((4-methylquinazolin-2-yl)methyl)-1H-purine-2,6(3H,7H)-
dione (CAS: 886588-63-2);

FIGURA 7 — Impurezas de sintese da linagliptina
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Legenda: (1) Impureza 1; (2) Impureza 2; (3) Impureza 3
Fonte: Ding, 2013
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4.2 Solventes e reagentes

e Acetonitrila grau CLAE - Tédia® (Rio de Janeiro, Brasil)

e Acido cloridrico P.A. - Proquimios® (Rio de Janeiro, Brasil)

e Acido formico P.A. - Vetec® (Duque de Caxias, RJ, Brasil)

e Agua ultrapura obtida a partir do equipamento - Elga® (High Wycombe, Reino
Unido)

e Hidroxido de amonio P.A. - Proquimios® (Rio de Janeiro, Brasil)

e Hidrdxido de sddio P.A. - Dindmica® (Diadema, SP, Brasil)

e Metanol grau CLAE - Proguimios® (Rio de Janeiro, Brasil)

e Perdxido de hidrogénio P.A. - Dindmica® (Diadema, SP, Brasil)

e Dimetilsulfoxido (DMSO) P.A. — Vetec® (Duque de Caxias, RJ, Brasil)

4.3 Equipamentos

e Balanca - Shimadzu® (Kyoto, Jap&o)

e Estufa - Biofoco® (Piracicaba, SP, Brasil)

e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia provido de bombas quaternaria, injetor
automatico e detector de arranjo de fotodiodos (DAD) da Thermo Scientific
Dionex Ultimate® 3000 acoplado ao software - Chromeleon 6.8 (Waltham,
Estados Unidos)

e Coluna - Thermo scientific® C8 (5 um - 4,6 x 100 mm) (Waltham, Estados
Unidos)

e Capela - Quimis® (Diadema, SP, Brasil)

e Lavadora Ultrassonica - Unique® (Indaiatuba, SP, Brasil)

e Sistema de purificacdo de agua - Elga® (High Wycombe , Reino Unido)

e Estufa de CO, - Panasonic® (Wakayama, Japéo)

e Microscapio biolégico - Olympios® (Tokyo, Japéo)

e Cuba de eletroforese horizontal - Eximlab® (S&o Paulo, SP, Brasil)

e Fonte de eletroforese - Loccus biotecnologia® (Sao Paulo, SP, Brasil)

34



4.4 Metodologia

4.4.1 Desenvolvimento e validagdo do método analitico

O desenvolvimento e a validacdo do método indicativo de estabilidade foram
realizados por CLAE-DAD de acordo com as diretrizes estabelecidas na RDC n° 899 de
29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003) e o ICH (2005).

4.4.1.1 Preparo das solucdes estoque

4.4.1.1.1 Preparo da solucdo estoque de Linagliptina-Farmaco (LGT-FA)

Vinte comprimidos de linagliptina foram pesados individualmente para obter seu
peso médio e, posteriormente os comprimidos foram triturados em um gral e

acondicionados em frasco ambar.

Para a preparacao da solucdo estoque foram pesados o equivalente a 20 mg de
LGT (0,7383 g do peso médio), transferidos para baldo volumétrico de 100 mL com
auxilio de 50,0 mL de metanol, ultrassonicado por 20 minutos e completado o volume
com metanol. Apds, foi realizada uma filtragdo com o sistema de filtro a vacuo para fase
movel utilizando uma membrana de 0,45 pum. Com isto, obteve uma solucdo na
concentracdo de 200,0 pg/mL de LGT. Esta solucéo foi armazenada em frasco ambar
sob refrigeracéo a 8 °C.

4.4.1.1.2 Preparo da solugdo estoque de Linagliptina - substancia quimica de
referéncia (LGT-SQR)

Foram preparadas duas solugfes de LGT-SQR, denominadas solugdo 1 e 2-
LGT-SQR. Para preparo de solucdo 1-LGT-SQR foi pesado 5 mg de LGT-SQR,
transferidos para baldo volumétrico de 25 mL com auxilio de 5 mL de metanol,
ultrassonicado por 20 minutos e completado o volume com metanol, obtendo-se uma

solucéo na concentracdo de 200,0 ug/mL. Para preparar a solugédo estoque 2-LGT-SQR

foram realizados os mesmos procedimentos que a solucdo 1 alterando apenas o baldo
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volumétrico utilizado (10 mL) para obter uma concentracdo final de 500,0 pg/mL.

Ambas foram armazenadas em frasco &mbar sob refrigeracéo a 8 °C.

4.4.1.1.3 Preparo da solugéo estoque das impurezas farmacéuticas

Para a preparacdo da solucdo estoque 1-IMP, foram pesadas 20 mg de cada
impureza (1, 2 e 3), transferidas para baldo volumétrico de 100 ml com auxilio de 15,0
ml de metanol, ultrassonicadas por 20 minutos e o volume completado com 0 mesmo

solvente, de modo a obter solugdes na concentracdo de 200,0 pug/mL de cada impureza.

Para a preparacdo da solucgdo estoque 2-IMP e 3-IMP, foram adicionados 10,0 e
1,0 mL da solucédo estoque 1 em um baldo volumétrico de 100 e 25 mL e completado o
volume com metanol, para obter as concentracbes finais de 20,0 e 8,0 pg/mL,
respectivamente. Apdés, foi preparado a solucdo 4-IMP, onde foram adicionados 25,0
mL da solugdo estoque 2-IMP num baldo volumétrico de 100 mL e completado o
volume com metanol, para obter uma concentracdo final de 5,0 pg/mL. Todas as

solucdes foram armazenadas separadamente em frascos ambar sob refrigeracéo a 8 °C.

4.4.1.1.4 Preparo da solucéo estoque do placebo

Os excipientes farmacéuticos dos comprimidos de LGT de 5 mg foram obtidos
utilizando o informe técnico (bula) de referéncia Trayenta®. A formulagdo encontra-se

na tabela 4.
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TABELA 4 - Excipientes farmacéuticos presentes no medicamento Trayenta®, com
suas respectivas fungdes, faixas porcentuais utilizadas na producéo de comprimidos e
porcentagem utilizada para preparagéo do placebo.

Excipientes Funcdes nos comprimidos Faixa utilizada % utilizada
Manitol Diluente 10 - 90% 81,3%**
Amido pregelatinizado Agente de compressao 5-15% 10%**

e Amido (aglutinante)

Copovidona Agente de compressao e 2,0-5,0% 4%**

formador de filme em
revestimentos
Estearato de magnésio Lubrificante 0,25 - 5% 1%**

Opadry® Rosa* Agente de revestimento 0,25 - 2% 1%**

*Opadry® Rosa: hipromelose (revestimento), diéxido de titanio (pigmento), talco
(diluente), macrogol (agente solubilizante) e 6xido férrico vermelho (pigmento).
**considerando a LGT correspondendo a 2,7%.

Fonte: Rowe; Sheskey; Quinn, 2009

Para a preparacdo da solucdo estoque foram pesados os excipientes conforme a
porcentagem da tabela 4. Transferiu-se 0s excipientes para baldo volumétrico de 25 ml
com auxilio de 15,0 ml de metanol, ultrassonicou-se por 20 minutos e completou-se o
volume com o mesmo solvente. Filtrou-se e armazenou-se a solugdo em frasco ambar

sob refrigeracdo a 8 °C.

4.4.1.1.5 Preparo da solucdo de trabalho de Linagliptina-substancia quimica de
referéncia e impurezas (LGT-SQR-IMP)

Para o preparo da solucdo de trabalho SQR-IMP foi transferido 2,4 mL da
solucdo 2 LGT-SQR (500,0 pg/mL) e 225 pL de cada impureza da solucéo estoque 3-
IMP (8,0 ug/mL), para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com
metanol. Obteve-se uma concentracao final de 120,0 pg/mL e 0,180 pg/mL para LGT e

cada impureza, respectivamente.
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4.4.1.1.6 Preparo da solucdo de trabalho Linagliptina-farmaco e impurezas (LGT-
FA-IMP)

Para o preparo da solucdo LGT-FA-IMP pesou-se o equivalente a 1,2 mg de
LGT-FA e transferiu-se para baldao volumétrico de 10 ml, adicionou 225 pL de cada
impureza (solugdo estoque 3-1IMP), ultrassonicou e completou o volume com metanol,
obtendo as concentracOes finais de 120,0 pg/mL e 0,180 pg/mL para a LGT e cada

impureza, respectivamente.

4.4.1.2 Condicdes cromatograficas

Todas as solucbes preparadas foram filtradas com membrana de 0,22 micra de
polivinidileno (pvdf) antes de serem injetadas no cromatografo a liquido. As condicOes

cromatograficas testadas estdo descritas na tabela 5.

TABELA 5 — Condicdes cromatograficas testadas no modo de elui¢do isocratico

Fase movel Coluna

Acido formico 0,1% pH 3,5 / metanol (35:65) C18 (5 um - 4,6x100 mm)
Acido férmico 0,1% pH 3,5 / ACN / metanol  C18 (5 um - 4,6x100 mm)
(40:30:30)

Acido férmico 0,1% pH 3,5/ ACN (40:60) C18 (5 um - 4,6x100mm)
Acido férmico 0,1% pH 3,5 / ACN / metanol C8 (5 um - 4,6x150 mm)
(40:20:20)

Acido formico 0,1% pH 3,5/ ACN (70:30) C8 (5 um - 4,6x150 mm)
Acido férmico 0,1% pH 3,5/ ACN (50:50) C8 (5 um - 4,6x150 mm)
Acido férmico 0,1% pH 3,5/ ACN (40:60) C8 (5 um - 4,6x150 mm)

Legenda: ACN: Acetonitrila; Acido formico 0,1% pH 3,5: solucdo de acido férmico

0,1% (pH 3,5 ajustado com hidréxido de aménio).

4.4.1.3 Validagdo do método analitico

A validacdo do método analitico foi realizada de acordo com a RE 899/2003
(BRASIL, 2003) e o ICH (2005) por meio da analise dos seguintes parametros
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analiticos: especificidade e seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, limite
de deteccdo e limite de quantificagdo. Estas analises objetivaram a deteccdo e a
quantificacdo do farmaco e de suas principais impurezas de sintese.

4.4.1.3.1 Seletividade e Especificidade

A seletividade do método analitico foi avaliada por meio da verificacdo da
interferéncia dos excipientes da formulacdo dos comprimidos e dos produtos de
degradacdo formados em condic¢des de estresse na determinacao quantitativa do farmaco
e de suas principais impurezas de sintese nos comprimidos. Durante os estudos o po
triturado dos comprimidos de linagliptina em solucdo foi submetido a diferentes
condi¢bes de estresse: hidrélise &cida/bésica, oxidacdo, fotodegradagdo, hidrolise
acida/basica com adicdo de temperatura. Nestas condi¢cdes de trabalho, objetivou-se a
degradacéo entre 5 a 20% do farmaco, evitando uma degradacdo muito drastica e, com
isto, a prépria degradacdo dos produtos de degradacdo intermediarios (ALSANTE et al.,
2007). Os ensaios foram realizados em triplicata em cada condicéo de degradacao.

Em todas as condicBes de degradacdo foi realizada a quantificacdo do farmaco

nos comprimidos para utilizacdo como teor no tempo zero.

4.4.1.3.1.1 Degradacao em meio 4cido

A hidrolise acida foi realizada através da adi¢do de 1,0 mL da solucdo estoque
de LGT-FA (200 pg/mL) e 2,0 mL de HCI 1,0 mol/L em baldes volumétrico de 10 mL,
0s quais foram deixados em repouso por 24 e 48 horas. Apos cada tempo foram
adicionados 2,0 mL de NaOH 1,0 mol/L para neutralizacdo, 180 pL da solucdo estoque
1-IMP de cada impureza e completado o volume com metanol, de modo a obter a

concentracédo de 20,0 pg/mL de LGT e 3,60 pug/mL de cada impureza.

4.4.1.3.1.2 Degradacdo em meio alcalino

A hidrolise basica foi realizada através da adicdo de 1,0 mL da solucéo estoque
de LGT-FA (200 pg/mL) e 2,0 mL de NaOH 1,0 mol/L em balBes volumétrico de 10

mL e deixados em repouso por 24 e 48 horas. Apo6s cada tempo equivalente foram
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adicionados 2,0 mL de HCI 1,0 mol/L para neutralizagéo, 180 uL da solucao estoque 1-
IMP de cada impureza e completado o volume com metanol, de modo a obter a
concentracéo de 20,0 pg/mL de LGT e 3,6 pg/mL de cada impureza.

4.4.1.3.1.3 Degradacéo térmica

A degradacéo térmica foi realizada através da adi¢do de 5,0 mL da solugéo
estoque de LGT-FA (200 pg/mL) em frascos de 10 mL e mantidos em estufa sob
aquecimento de 60 °C por 1, 2 e 3 horas. Apds cada tempo equivalente foi transferido o
volume total dos frascos para baldes volumétricos de 50 mL, adicionados 180 uL da
solucdo estoque 1-IMP de cada impureza e completado o volume com metanol, de
modo a obter a concentracdo de 20,0 pg/mL de LGT e 3,6 pg/mL de cada impureza.

4.4.1.3.1.4 Degradacao &cida térmica

A degradacéo 4cida térmica foi realizada através da adi¢do de 5,0 mL da solugdo
estoque de LGT-FA (200 pg/mL) e 10,0 mL de HCI 1,0 mol/L em frascos de 50 mL e
mantidos em estufa sob aquecimento de 80 °C por 2, 4, 6 e 10 horas. Apds cada tempo
equivalente foi transferido o volume total dos frascos para balGes volumétricos de 50
mL, adicionados 10,0 mL de NaOH 1,0 mol/L, 180 pL da solucdo estoque 1-IMP de
cada impureza e completado o volume com metanol, de modo a obter a concentracao de

20,0 pg/mL de LGT e 3,6 pg/mL de cada impureza.

4.4.1.3.1.5 Degradacéo basica térmica

A degradacdo bésica térmica foi realizada através da adicdo de 5,0 mL da
solucéo estoque de LGT-FA (200 pg/mL) e 10,0 mL de NaOH 1,0 mol/L em frascos de
50 mL e mantidos em estufa sob aquecimento de 80 °C por 15, 30, 45, 60, 90 e 120
minutos. Apds cada tempo equivalente foi transferido o volume total dos frascos para
baldes volumétricos de 50 mL, adicionados 10,0 mL de HCI 1,0 mol/L, 180 pL da
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solucdo estoque 1-IMP de cada impureza e completado o volume com metanol, de

modo a obter a concentracdo de 20,0 pg/mL de LGT e 3,6 pg/mL de cada impureza.

4.4.1.3.1.6 Degradacéo oxidativa (H,0, 30%)

A degradacdo oxidativa foi realizada através da adicdo de 1,0 mL da solucéo
estoque de LGT-FA (200 pg/mL) e 2,0 mL de peroxido de hidrogénio 30% em balGes
volumeétrico de 10 mL e deixados em repouso por 2, 4, 6 e 10 horas. Apo6s cada tempo
equivalente foram adicionados 180 pL da solucdo estoque 1-IMP de cada impureza e
completado o volume com metanol, de modo a obter a concentracdo de 20,0 pg/mL de

LGT e 3,6 pg/mL de cada impureza.

4.4.1.3.1.7 Degradacao fotolitica ultravioleta A (UV-A)

A degradacdo fotolitica UV-A foi realizada através da adicdo de 1,0 mL da
solucdo estoque de LGT-FA (200 pg/mL) em cubetas descartaveis Plastibrand® e
submetidas a radiacdo UV-A por 1, 2, 3 e 6 horas em camara de fotoestabilidade. Ap6s
cada tempo equivalente foi transferido o volume total das cubetas para balGes
volumétricos de 10 mL, adicionados 180 pL da solucdo estoque 1-IMP de cada
impureza e completado o volume com metanol, de modo a obter a concentracédo de 20,0

pg/mL de LGT e 3,6 ug/mL de cada impureza.

4.4.1.3.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade do método analitico foi realizada por meio da analise
da variancia (ANOVA), do célculo de regressdo linear pelo método dos minimos

quadrados e do coeficiente de correlacdo para a LGT-SQR e para impurezas de sintese.
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4.4.1.3.2.1 Linearidade da LGT-SQR

Para obtencdo da curva padrao, pesou-se 7,2 mg de LGT-SQR, transferiu-se para
um baldo volumétrico de 25 mL com auxilio de 15,0 ml de metanol e ultrassonicou-se.
Completou-se 0 volume com o mesmo solvente, de modo a obter solucdo a 288,0
pg/mL de LGT. Desta solugéo, foram preparadas solugdes para obter concentragdes de
2,41, 4,03, 6,71, 11,19 e 144,0 pg/mL, as quais foram diluidas em uma mistura de

metanol e acido férmico 0,1% (v/v) (50:50 v/v).

4.4.1.3.2.2 Linearidade das impurezas

Para obtencdo da curva padrao, transferiu-se 900,0 pL da solugéo estoque 1-IMP
para um baldo volumétrico de 25 mL com auxilio de 15,0 ml de metanol e
ultrassonicou-se. Completou-se o volume com o mesmo solvente, de modo a obter
solucdo a 7,20 pug/mL de cada impureza. Desta solucéo, foram preparadas solugdes para
obter concentracées de 0,060, 0,100, 0,167, 2,16 e 3,60 pg/mL, as quais foram diluidas
em uma mistura de metanol e acido formico 0,1% (v/v) (50:50 v/v). A faixa de
concentracdo foi determinada pelos limites estabelecidos no guia regulatério ICH Q3A
(R2) (ICH, 2006).

4.4.1.3.3 Precisao

A precisdo do método analitico foi realizada por meio da repetibilidade e da
precisdo intermediéria, as quais foram avaliadas por meio da determinagdo do desvio

padréo relativas (DPR) das determinacdes quantitativas.

Para analise da precisdo intradia foi pesado o equivalente a 0,60 mg de LGT
(0,0221 g), transferidos para baldo volumétrico de 5,0 mL com auxilio de 2 mL de
metanol e adicionou-se 180 pL da solucdo estoque 4-IMP de cada impureza.
Ultrassonicou-se, completou o volume com a mistura de metanol e acido formico 0,1%
v/v (50:50 v/v) e filtrou-se. Ao final obteve-se uma concentragéo de 120,0 pg/mL de

LGT e 0,180 pg/mL de cada impureza. Estes procedimentos foram realizados em
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sextuplicata. Para andlise de precisdo interdia foram realizados os procedimentos da

precisdo intradia em trés dias consecutivos e por dois analistas.

4.4.1.3.4 Exatidao

A exatiddo do método analitico foi realizada a partir do método de adicéo de
LGT-SQR e impurezas em amostras de LGT-FA para posterior determinacdo do
percentual de recuperacdo. Apds esta adicdo, os valores foram comparados com
amostras de LGT-SQR e impurezas nas mesmas concentracdes. As preparacdes foram
realizadas em um baldo volumétrico de 5,0 mL e em triplicata conforme demonstrado

na tabela 6.

TABELA 6 - Preparo das solugdes para avaliacdo da exatidao pelo método de adicao de
padrdo (LGT-SQR)

Amostra Pesode  Volumeda  Volumeda Concentracdo Concentracao

LGT-FA solugdode  solucéo das de LGT de IMP
9) LGT-SQR* impurezas** (ng/mL) (ng/mL)
(L) (uL)
A 0,0221*** - - 120 -
AAl 0,0221*** 60 120 126 0,120
AA2 0,0221*** 120 300 132 0,300
AA3 0,0221*** 240 600 144 0,600
P - 1200 - 120 -
P1 - 1260 120 126 0,120
P2 1320 300 132 0,300
P3 1440 600 144 0,600

*Volume adicionado da solucdo estoque 2-LGT-SQR (500,0 pg/mL); **Volume
adicionado de cada impureza da solucdo estoque 4-IMP (5,0 pg/mL); ***0,0221 g é
equivalente a 0,6 mg de linagliptina (120,0 pg/mL).

Legenda: A: amostra; AA1: amostra adicionada 1; AA2: amostra adicionada 2; AA3:
amostra adicionada 3; P: padrdo; P1: padrdo adicionado 1; P2: padrédo adicionado 2; P3:

padrdo adicionado 3; LGT-SQR: linagliptina-substancia quimica de referéncia.
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4.4.1.3.5 Limite de deteccdo e quantificacao

O limite de deteccdo (LD) é a menor concentracdo do analito em uma amostra
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificado, sob as condicdes
indicadas do teste. O limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo do analito em
uma amostra que pode ser quantificada com precisdo e exatiddo em niveis aceitaveis
sob as condicdes estabelecidas do teste (BRASIL, 2003; FDA, 1994; EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 2007). De acordo com Brasil RE 899 (BRASIL, 2003) o LD pode
ser estabelecido pela concentracdo que gera um sinal trés vezes maior do que ruido da

linha de base e o LQ pela concentragdo que corresponde a dez vezes o sinal ruido (S/R).

O sinal ruido da fase mdvel foi determinado a partir da injecdo de uma solu¢édo
branco contendo uma mistura de metanol e &cido formico 0,1% v/v (50:50 v/v),
observado por um tempo equivalente a 20 vezes a largura a meia altura dos picos de
linaglitptina e das impurezas de sintese em suas respectivas concentrac@es de trabalho
(120,0 e 0,180 pg/mL para LGT e cada impureza, respectivamente). Os ensaios foram

realizados em sextuplicata.

4.4.1.3.6 Robustez

A robustez foi avaliada para determinar a capacidade do método de resistir a
pequenas variacdes realizadas nas condi¢cdes cromatograficas. Os parametros utilizados

e fatores alterados estéo apresentados na tabela 7.
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TABELA 7 - Fatores e niveis utilizados na avalia¢do da robustez do método analitico

Fatores ) Nominal (+)

pH da fase movel 3,3 3,5 3,7
Temperatura do forno da coluna 25°C 30°C 35°C
Vazdo 0,57 mL/min. 0,6 mL/min. 0,63 mL/min.
Detector — L LGT 291 nm 294 nm 297 nm
Detector — L IMP1 275nm 278 nm 281 nm
Detector — A IMP2 265 nm 268 nm 271 nm
Detector — A IMP3 277 nm 280 nm 283 nm

Legenda: LGT: linagliptina; IMP1: impureza 1; IMP2: impureza 2; IMP3: impureza 3.

A avaliagdo dos resultados foi realizada a partir da aplicacdo do teste T de
Student comparando o percentual médio da concentracdo dos analitos em cada
parametro com o percentual médio da concentracdo dos analitos nas condicdes

cromatograficas nominais.

4.4.1.4 Avaliacdo da cinética de degradacao da solugdo de LGT nos comprimidos
em condicdes alcalinas em presenca de temperatura (NaOH 1,0 mol/L a 80 °C)

A avaliacdo da cinética de degradacdo do farmaco LGT nos comprimidos foi
realizada de acordo com o descrito no item 4.4.1.3.1.5.

4.4.1.4.1 Definigédo da ordem de reagéo

A ordem de reacdo foi definida através dos resultados de concentragéo de LGT,

obtidos em cada tempo de exposi¢éo, para construcdo dos gréaficos de:

e Tempo de exposicdo a condicdo de degradacdo (min.) versus concentracao
(ug/ml) para ordem zero;
e Tempo de exposi¢do a condicdo de degradacdo (min.) versus logaritmo natural

(In) da concentragdo (ug/ml) para primeira ordem;
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e Tempo de exposicdo a condicdo de degradacdo (min.) versus 1l/concentracdo

(ug/ml) para segunda ordem.

Apobs a determinacdo da ordem de reacdo foram calculadas as constantes de

decaimento (k), Tooe € tempo de meia vida (T1s).

4.4.2 Analise da seguranca bioldgica

4.4.2.1 Obtencdo da matriz sanguinea

Para se obter a matriz sanguinea foi realizada uma coleta de um doador(a)
voluntério(a) adulto(a), ndo fumante, maior de 18 anos e que, nas Gltimas 72 horas que
antecederam a coleta, ndo tenha consumido bebida alcodlica ou medicamento. O local
da coleta de sangue foi nas dependéncias do Laboratorio de Imunologia do Campus de
Uruguaiana e os(as) doadores(as) receberam o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). A coleta da matriz biol6gica (leucocitos humanos para a utilizados
nas culturas) para o estudo foi aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal

de Santa Maria, sob a Carta de aprovacdo numero 23.081.

4.4.2.2 Preparo da solucdo de linagliptina-substancia quimica de referéncia

Pesou-se 19,6 mg de LGT (SQR), transferiu-se para baldo volumétrico de 100
mL com auxilio de 60 mL de PBS e colocou-se em ultrassom por 20 minutos.
Adicionou-se 1,5 ml de dimetilsulfoxido (DMSO), colocou hovamente no ultrassom por
mais 20 minutos e completou-se o volume com PBS, obtendo-se uma concentragdo de
196,0 pg/mL de LGT. A partir desta solucdo realizou-se dilui¢bes sucessivas até a

concentracédo de 0,393 pg/mL de LGT na solugéo estoque.

4.4.2.3 Preparo das impurezas 1,2 e 3

Pesou-se 39,3 mg de cada impureza, transferiu-se separadamente para balGes
volumétricos de 1000 mL com auxilio de 500,0 mL de PBS e colocou-se em ultrassom

por 20 minutos. Adicionou-se 5,0 mL de DMSO, colocou-se novamente no ultrassom
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por mais 20 minutos e completou-se o volume com PBS, para obter uma concentracao
de 39,3 pg/mL de cada impureza. A partir desta solucdo realizaram-se diluigdes

sucessivas até a concentragao 0,00393 pg/mL de cada impureza na solugdo estoque.

4.4.2.4 Preparo da Cultura de Leucocitos Humanos

As culturas de leucdocitos foram preparadas utilizando 4,2 mL de sangue venoso
coletado por venopuncéo de voluntarios. O sangue foi imediatamente transferido para o
meio de cultura contendo 63,0 mL de meio RPMI 1640, suplementado com 25% de
soro fetal bovino e 1% de estreptomicina/penicilina (SANTOS MONTAGNER et al.,
2010). Os frascos de cultura celular foram colocados em estufa a 37 °C em ambiente de
CO;, por 72 horas.

4.4.2.5 Tratamento da cultura de leucécitos

Todos os grupos de cultura foram testados em triplicata e receberam a adicao das
amostras (LGT e IMPs) nas concentracBes mostradas na tabela 8. Os grupos testados
foram: controle negativo (CN) com 500 pL de tampéo PBS 7,4, controle positivo (CP)
com 100 uM de peroxido de hidrogénio e amostras de LGT, impureza 1, impureza 2 e
impureza 3. As concentracdes de trabalho escolhidas foram baseadas nas concentragdes

plasmaticas do farmaco LGT, descritas por Neumiller e Setter (2012).

TABELA 8 - Concentracdes da linagliptina e impurezas 1, 2 e 3 que foram usadas no

tratamento das culturas de leucocitos humanos

10x [] PP [1PP 10% [ ] PP

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Linagliptina 39,3 3,93 0,393
Impureza 1 0,393 0,0393 0,00393
Impureza 2 0,393 0,0393 0,00393
Impureza 3 0,393 0,0393 0,00393

Legenda: [ JPP (concentracdo no pico plasmatico)
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4.4.2.6 Avaliacdo dos parametros citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos em
cultura de leucdcitos humanos

Para avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade das substancias
estudadas foram realizados testes de viabilidade celular, teste cometa e frequéncia de

microndcleos, respectivamente.

4.4.2.6.1 Viabilidade celular (teste com Azul de Tripan)

A viabilidade foi avaliada por meio do teste de diferenciacdo da integridade da
membrana leucocitaria utilizando o método de Azul de Tripan, onde se podem
diferenciar células normais ou integras de células inviaveis (coradas de azul) (BUROW
etal., 1998).

Para a realizacdo desta técnica foi preparada uma solucdo de Azul de Tripan
0,2% (p/V) e misturadas com aliquotas provenientes das culturas de linfocitos. Apds,
foram visualizadas e contabilizadas com auxilio da cdmara de Neubauer em um
microscopio em aumento de 400x. A diferenciacdo entre células viaveis e inviaveis foi

realizada por meio da observacdo da coloracdo azul nas células inviaveis.

4.4.2.6.2 Teste de Micronucleo

O teste de micronlcleo foi realizado segundo a técnica descrita por Schmid
(1975), onde, as laminas foram analisadas em microscépio em um aumento de 1000x e
classificadas como: células mononucleadas com presenca de um, dois ou trés
micronucleos, alem de células em processo de necrose e/ou ceélulas em processo de
apoptose. Os resultados dos testes sdo exibidos como Indice de Divisdo Nuclear (IDN),

calculado de acordo com Fenech (2000).
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4.4.2.6.3 Teste cometa

A analise foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Singh (1988). No
ensaio foram utilizadas laminas previamente cobertas com agarose (15 g de agarose
dissolvidas em 20,0 mL de PBS e aquecidas até 300 °C por 3 vezes), as quais foram
secas por 24 horas em temperatura ambiente. No dia seguinte, foi adicionado aliquotas
do precipitado da cultura celular as laminas e incubadas em solucéo de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10,0 com 1% Triton X-100 e 10% DMSO) por
7 dias. Posteriormente, as ldaminas foram submetidas a eletroforese (20 min a 300 mA e
25 V) em tampdo hidroxido de sddio 300 mM e pH > 13. Ao final da eletroforese, as
laminas foram neutralizadas e submetidas a secagem em temperatura ambiente. As
laminas secas foram fixadas, secas novamente, reidratadas e coradas com nitrato de
prata. Os danos no DNA foram classificados utilizando o indice dos danos (ID),
avaliados a partir da migracdo das proteinas do DNA, que pode variar da pontuacéao de 0
(sem migracdo, ndo ha dano) até 4 (migracdo méaxima, dano maximo). O dano ao DNA
foi calculado a partir das células com diferentes classificagdes de danos; o indice de
dano varia de 0 (100 células x 0 quando ndo ocorreu dano) a 400 (100 celulas x 4,

quando ocorreu 0 méximo de dano).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Validacdo do método analitico da determinacéo de linagliptina e impurezas por
CLAE

5.1.1 Otimizacdo do método cromatografico

Durante o desenvolvimento do método cromatografico para deteccdo e
quantificacdo da LGT e impurezas de sintese foram testadas diferentes condicdes
analiticas. Primeiramente, empregaram-se colunas de fase reversa C8 e C18, entretanto,
devido as caracteristicas fisico-quimicas da LGT os melhores resultados foram obtidos
utilizando a coluna C8 (5um, 4,6x150mm). Kavitha et al. (2013) e Engel (2014) ao
realizar a determinacdo de LGT também utilizaram a coluna de separacdo C8 como fase

estacionaria de escolha, no entanto, estes autores ndo realizaram analises de impurezas.

Nesta etapa foram avaliados diferentes solventes organicos em conjunto com
uma fase aquosa (solucdo de acido formico 0,1% com pH 3,5 ajustado com hidréxido
de aménio) no modo de eluicdo isocratica e gradiente. Devido ao baixo custo e menor
toxicidade, estudos preliminares foram realizados com metanol, no entanto, todas
apresentaram separacao insuficiente, baixa resolucéo e simetria de pico, caracteristicas
estas, aprimoradas com o uso de acetonitrila. Varaprasad e Ramakrishma (2015),
Shirisha et al. (2014) e Pandya, Rathod e Maheswari (2014) ao determinar a LGT e
outros compostos também obtiveram melhores resultados utilizando apenas a

acetonitrila associada com um regulador de pH.

Apos testes, as condicdes cromatograficas de escolha estdo apresentadas na
tabela 9.
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TABELA 9 - Condicdes cromatograficas utilizadas na validacdo do método por CLAE-

DAD para determinacdo quantitativa de LGT e impurezas de sintese.

Parametros Descricéo
Coluna Thermo Scientific C8 (5 um; 4,6 x 150 mm)
Fase movel Acetonitrila : solucdo de acido formico 0,1% (pH 3,5 ajustado
com hidroxido de aménio PA) - Eluicdo gradiente: rampa
crescente propor¢do de ACN de zero a 4 min (30% para 70%)
e descrente na proporcdo de ACN de 5 a 8 min (70% para
30%).
Vazéo 0,6 mL/min
Volume de injecédo 20 puL
Temperatura de forno 30°C

Deteccéo

Tempo de corrida

Luz ultravioleta no detector de arranjo de diodo.
Comprimentos de onda de 294, 278, 268 e 280 nm para a
LGT, IMP1, IMP2 e IMP3, respectivamente.

10 minutos

Nas condicGes da tabela 9, os tempos de retencdo foram: 3,91; 5,52; 7,47 e 8,42
min, paraa IMP1, LGT, IMP2 e IMP3, respectivamente (figura 8).
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FIGURA 8 - Cromatograma da impureza 1 (3,91 min.), linagliptina (5,52 min.),

impureza 2 (7,47 min.) e impureza 3 (8,42 min.).
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Legenda: Analito 1: impureza 1 (0,180 pg/mL); Analito 2: Linagliptina (120 pg/mL);
Analito 3: impureza 2 (0,180 pg/mL); Analito 4: impureza 3 (0,180 pg/mL); Imagem a:

cromatograma em auto escala; Imagem b: cromatograma em escala de -5 a 100 mAU.

A literatura preconiza a verificagdo dos parametros de adequabilidade do sistema
para realizar a validacdo do método analitico (FDA, 1994; BRASIL, 2003; ICH 2005).
Dentre estes fatores encontram-se: fator de capacidade (k’), fator de cauda (T) ou
simetria, resolugdo (R) e nimero de pratos tedricos. A tabela 10 apresenta os valores de

adequabilidade do sistema para o método desenvolvido.
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TABELA 10 - Parametros de adequabilidade do sistema para 0 método analitico

desenvolvido e resultados preconizados pelo FDA (1994)

Parametro Preconizado  IMP1 LGT IMP2 IMP3
Tempo de retengédo (min.) - 3,91 5,52 7,47 8,42
Fator de capacidade k'>2 2,03 3,27 4,79 5,52
Fator de cauda T<2 1,06 1,20 1,14 1,19
Numero de pratos teéricos N > 2000 5666 8466 13391 13234
Resolucao R>2 - 3,63 3,68 2,63

Legenda: LGT: linagliptina; IMP1: impureza 1; IMP2: impureza 2; IMP3: impureza 3.

5.1.2 Seletividade

A seletividade do método analitico foi realizada por meio da verificacdo de
interferéncia dos produtos de degradacdo da LGT-FA, submetida a situaces de
estresse, e dos excipientes da formulacdo na quantificacdo do farmaco linagliptina e
impurezas de sintese. Conforme a tabela 11 e a figura 9 sdo possiveis observar 0s

percentuais de degradacdo do farmaco em cada condicdo de estresse.
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TABELA 11 - Percentual de degradacdo da linagliptina em diferentes condicOes de
estresse para avaliar a seletividade do método analitico.

Tempo Parametros

UVA  Per6xido Basica Acida  Térmica Acida Bésica
30% térmica  térmica

15 min. - - 17,14 - - - -
30 min. - - 31,26 - - - -
45 min. - - 44,24 - - - i,
1h 4,36 - 58,74 - 9,37 - -
1h30min - - 74,14 - - - -
2h 7,75 6,87 86,57 9,04 10,00 - -
3h 13,56 - - - 8,31 - -
4h 8,65 - 9,89 - - -
6h 34,86 8,73 - 11,11 - - -
10h - 9,85 - 15,50 - - -
24h - - - - - 3,12 12,06
48h - - - - - - 23,19

Legenda: (-): teste ndo realizado; UVA: radiacdo ultravioleta A; h: horas; Basica
térmica: solucdo de hidroxido de sodio (1 mol/L) numa temperatura de 80 °C; Acida
térmica: solugdo de &cido cloridrico (1 mol/L) numa temperatura de 80 °C; Acida:
solucdo de acido cloridrico (1 mol/L); Basica: solucdo de hidroxido de sédio (1 mol/L);

Térmica: temperatura de 60 °C.

Os resultados demonstraram uma maior instabilidade do farmaco em condicdes
alcalinas, NaOH 1,0 mol/L e NaOH 1,0 mol/L em presenca de temperatura, onde
obteve-se uma reducéo de 23,19 e 86,57% na concentracdo do farmaco, respectivamente
(Tabela 11). Além disso, o farmaco mostrou-se também instavel em condicOes
fotoliticas, onde degradou aproximadamente 35% sob luz ultravioleta A.

Na condigdo basica associada a temperatura é possivel verificar a formacéo de
produtos de degradacdo em 5,2 e 8,0 minutos, no entanto, o presente trabalho néo
objetivou a identificacdo dos produtos de degradacdo formados. Engel (2014) ao
submeter a solucdo do farmaco de LGT em condicgdes alcalinas alcalina associada a
temperatura (NaOH 2 mol/L a 60 °C), descreve que a possivel rota de degradagdo do

farmaco é devido a perda dos grupamentos metilquinazolina e aminopiridina gerando
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um composto de m/z 256,23 g/mol ([6E-7-(but-2-il-1-il)-1,3-dimetil-3,7-diidro-1H-
purina-2,6-diona]Na*) como produto de degradagdo majoritario.

A avaliacdo de pureza dos picos sugere que em todas as condicGes avaliadas 0s
picos do farmaco LGT (1,000) e das impurezas de sintese (0,998, 1,000 e 0,998 para
impureza 1, 2 e 3, respectivamente) apresentavam-se puros, ou seja, ndo existiam outras

substancias coeluindo no mesmo tempo de retencao.

55



FIGURA 9 - Cromatogramas das condicdes de degradacdo em exposicéo a situacdes de
estresse.
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Legenda: Cromatograma 1: tempo zero; Cromatograma 2: exposi¢do a situacdo de
estresse. Analito 1: impureza 1 (3,6 pg/mL); Analito 2: linagliptina (20,0 pg/mL no
tempo zero); Analito 3: impureza 2 (3,6 pg/mL); Analito 4: impureza 3 (3,6 pg/mL).
Figura a: ultravioleta A; Figura b: peroxido (30%); Figura c: Basica (hidroxido de sodio
1,0 mol/L) associada a temperatura (80 °C); Figura d: acida (acido cloridrico 1,0 mol/L)
associada a temperatura (80 °C); Figura e: temperatura (60 °C); Figura f: acida (acido
cloridrico 1,0 mol/L); Figura g: béasica (hidréxido de sodio 1,0 mol/L).

A seletividade do método analitico também foi determinada por meio da
verificacdo da interferéncia dos excipientes da formulacdo (tabela 4) na deteccéo e
quantificacdo da LGT e suas impurezas de sintese. No cromatograma abaixo € possivel
verificar que ndo houve interferéncia do placebo com os picos cromatograficos de
interesse, demonstrando que o método analitico é seletivo para a determinacdo de

linagliptina e impurezas, conforme a figura 10.

FIGURA 10 - Cromatograma utilizado para avaliacdo da especificidade.
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Legenda: Cromatograma 1: Farmaco de linagliptina associado a impureza 1-SQR,
impureza 2-SQR e impureza 3-SQR. Cromatograma 2: Excipientes presentes na

formulacdo do farmaco linagliptina. Analito 1: impureza 1 (3,6 pg/mL); Analito 2:
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linagliptina (20,0 pug/mL); Analito 3: impureza 2 (3,6 pg/mL); Analito 4: impureza 3
(3,6 pg/mL).

5.1.3 Linearidade

Para analise da linearidade os testes foram realizados em triplicatas e avaliados
as concentracOes de 2,41, 4,03, 6,71, 11,19 e 144 pg/mL para a linagliptina e 0,060,
0,100, 0,167, 2,16 e 3,6 ug/mL para as impurezas. Na figura 11, sdo apresentadas as
equacOes das regressdes lineares realizada pelo método dos minimos quadrados e 0s
respectivos coeficientes de correlagdo (r) obtidos para as curvas analiticas. Estes
resultados demonstraram uma alta correlacdo entre a concentracdo dos analitos

analisados e a resposta do equipamento.

FIGURA 11 - Representacdo grafica das curvas de calibracdo da linagliptina (a);

impureza 1 (b); impureza 2 (c) e impureza 3 (d).
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A comprovacdo da relacdo linear entre a concentracdo dos analitos e a resposta
do equipamento foi realizada por meio da analise de variancia (tabela 12) dos diferentes
niveis de concentragdo da LGT e suas impurezas. Os resultados demonstraram-se
significativos para regressdao linear e ndo significativos para desvio de linearidade,

comprovando assim, uma correlacdo linear entre as variaveis.
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TABELA 12 - Andlise de variancia dos resultados de linearidade da linagliptina e

impurezas
Linagliptina
Fontes de variacao Gl SQ Variancia F F tab

Entre 4 170600,14 42650,03 8607,23
Regressdo linear 1 170545,20  170545,20 34417,85
Desvio da linearidade 3 54,94 18,31 3,69* 3,71
Dentro 10 49,55 4,95
Total 14

Impureza 1
Entre 4 34,91 8,72 414,21
Regresséo linear 1 34,90 34,90 1656,37
Desvio da linearidade 3 0,01 0,003 0,16* 3,71
Dentro 10 0,01 0,02
Total 14

Impureza 2
Entre 4 19,56 4,89 3033,38
Regressdo linear 1 19,55 19,55 12129,68
Desvio da linearidade 3 0,006 0,002 1,27* 3,71
Dentro 10 0,016 0,001
Total 14

Impureza 3
Entre 4 59,38 14,84 1757,47
Regresséo linear 1 59,38 59,38 7029,88
Desvio da linearidade 3 0,0002 6,8 x10® 0,008* 3,71
Dentro 10 0,08 0,008
Total 14

* ndo significativo para p=0,05

5.1.4 Limite de deteccéo e quantificacdo

O limite de detecgéo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) sé&o propriedades

de desempenho importantes na validacdo do método e sdo usados para descrever a
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menor concentracdo de uma substancia que pode ser mensurado de forma confiavel por
um procedimento analitico. De uma forma geral, o LD é adotado como a menor
concentragdo que um analito pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado,
sob as condicdes indicadas do teste. Seu limite pode ser calculado com base na relacédo
de 3 vezes o ruido da linha de base (BRASIL 2003; ICH, 2005). O LQ é a menor
concentracdo de um analito que pode ser determinada como aceitaveis para a precisao e
exatiddo, nas condicBGes estabelecidas de teste (AOAC, 2002). O LQ é um dos
parametros principais, para ensaios quantitativos de impurezas e produtos de
degradacdo em farmacos, expressando assim a concentra¢do do analito na amostra. A
tabela 13 demonstra os valores encontrados de LD e LD para a linagliptina e suas

impurezas de sintese.

TABELA 13 - Limite de deteccdo e quantificacdo da linagliptina e impurezas obtidos na

validacdo do método analitico por CLAE.

Limite de detec¢do (ng/mL) Limite de quantificacio (pg/mL)

Linagliptina 0,0171 0,060
Impureza 1 0,0156 0,060
Impureza 2 0,0147 0,060
Impureza 3 0,0168 0,060

5.1.5 Precisao

A precisao foi obtida pela repeticdo de seis amostras dos comprimidos, pesadas
de forma separada e adicionada as impurezas, no mesmo dia. Na precisao intermediaria
foi obtida pela media dos teores obtidos de cada amostra (n=18), conforme descrito na
tabela 14 abaixo.
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TABELA 14 — Resultados de preciséo intradia e interdia obtidos para a validacdo do

método analitico por CLAE para a linagliptina impurezas

Precisdo intradia (n=6)

LGT IMP1 IMP2 IMP3
Teor DPR Teor DPR Teor DPR Teor DPR
(%) (%) (%) (%)
Dial 99,83 0,73 99,12 3,55 102,39 3,44 100,82 3,45
Dia 2 99,57 1,33 99,78 3,00 101,76 452 101,31 4,63
Dia 3 97,50 1,47 101,63 4,54 102,92 2,06 102,65 2,50
Precisdo interdia (n=18)
IMP1 IMP2 IMP3
Teor DPR Teor DPR Teor DPR Teor DPR
(%) (%) (%) (%)
98,97 1,36 100,17 4,14 102,35 350 101,59 4,08

Legenda: LGT: linagliptina; IMP1: impureza 1; IMP2: impureza 2; IMP3: impureza 3;

DPR: desvio padrdo relativo;

Os resultados demonstram a precisdo intradia e interdia do método
desenvolvido, pois os valores de DPR encontram-se conforme o especificado para
farmacos em produtos acabados (< 2,0%) e para impurezas de sintese (< 20,0%), de

acordo com ERMER e MILLER (2005).

5.1.6 Exatidao

A exatidao foi determinada através da adicdo de SQR a solucdo amostra (LGT-
FA) visando verificar a relacdo entre a concentracdo observada e a nominal. Para isto,
realizou o acréscimo de quantidades de 6,0, 12,0 e 24,0 ug/mL para a LGT e 0,12, 0,30
e 0,60 pg/mL de cada impureza, correspondendo aos niveis baixo, médio e alto,
respectivamente. Conforme a tabela 16, os dados apresentados estdo em conformidade
com a Ermer e Miller (2005) que estabelece um desvio padréo relativo na recuperagéo
de até 1% pela metodologia de adigdo do padrdo para determinagdes de farmacos e de
até 20% para determinacdes de impurezas também pelo método de adi¢do de SQR. Os

autores também relatam que esta alta faixa de aceitabilidade do DPR para anélise de
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impurezas € devido a utilizacdo de baixas concentracbes do analito (0,120-0,300

pg/mL).

De acordo com Ermer e Miller (2005), a faixa de recuperacdo preconizada para
farmacos é de 98 a 102% e para as impurezas deve estar na faixa de 80 a 120%. Os
resultados encontrados estdo dentro das faixas estabelecidas, demonstrando a exatidao

do método desenvolvido (Tabela 15).

TABELA 15 - Resultados da exatiddo obtidos pelo teste de recuperacdo para validagao

do método analitico por CLAE para determinacdo de LGT e impurezas de sintese.

Nivel Concentracao Recuperacdo Meédia DPR
(Hg/mL) (%) (%)
LGT Baixo 125,561 99,65
Meédio 131,98 99,98 99,79 0,17
Alto 143,653 99,75
IP1 Baixo 0,111 92,61
Médio 0,262 87,34 93,12 6,49
Alto 0,596 99,40
IP2 Baixo 0,105 87,74
Medio 0,282 94,15 92,92 5,03
Alto 0,581 96,85
IP3  Baixo 0,117 97,65
Medio 0,285 95,26 93,99 4,71
Alto 0,534 89,07

5.1.7 Robustez

A avaliacdo da robustez foi realizada a partir da quantificagdo do farmaco LGT e
de suas impurezas de sintese utilizando pequenas alteracbes nas condicOes
cromatograficas do método analitico e em condicdes nominais de trabalho. Os

resultados e as condicdes utilizadas estdo descritos na tabela 16.
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TABELA 16 - Parametros avaliados e respostas obtidas na robustez da linagliptina e

impurezas

Parametros — Robustez

pH F.M. T°C Vazéo A

LGT %M+DP  100,0+0,58 100,0+0,34 100,0+0,61  99,8+0,57 99,9+0,60
DPR 0,58 0,34 0,61 0,58 0,60

IMP1 %M+DP  100,0£1,61 100,0+0,77  99,9+1,47  99,8+2,37 99,9+0,92
DPR 1,61 0,77 1,47 2,37 0,92

IMP2 %M+DP  100,3+2,54 100,0£2,67 100,3+1,96 100,7+2,63  99,7+2,41
DPR 2,53 2,67 1,95 2,61 2,41

IMP3 %M+DP  100,5+1,49 100,0+1,39 100,2+0,67 100,2+1,64  100,0+1,13
DPR 1,48 1,39 0,66 1,64 1,13

Legenda: LGT: linagliptina; IMP1: impureza 1; IMP2: impureza 2; IMP3: impureza 3;
F.M.: fase mével; T °C: temperatura; A: comprimento de onda; %M=+DP: percentual

meédio + desvio-padrdo; DPR: desvio-padrao relativo.

A tabela 17 apresenta a avaliacdo estatistica realizada para verificar se a
modificacdo nas condi¢fes analiticas poderia interferir na quantificagdo do farmaco e
das impurezas de sintese. Os resultados encontrados demonstram que ndo existe

diferenca estatistica significativa utilizando o teste T de Student para p=0,05.
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TABELA 17 - Respostas estatisticas da aplicacdo do teste T de Student através da

comparagédo 0s parametros avaliados com o parametro nominal

p-valor
Parametro Variagio LGT IMP1  IMP2 IMP3
pH (-) 0,68 0,80 0,68 0,07
(+) 0,14 0,23 0,53 0,63
Fase movel ) 0,93 0,49 0,58 0,19
(+) 0,82 0,18 0,49 0,32
Temperatura ) 0,18 0,63 0,22 0,14
+) 0,09 0,60 0,15 0,70
Vazéo ) 0,06 0,30 0,49 0,75
(+) 0,25 0,08 0,63 0,87
Comprimento de onda ) 0,21 0,14 0,97 0,60
+) 0,91 0,36 0,12 0,48

Legenda: LGT: linagliptina; IMP1: impureza 1; IMP2: impureza 2; IMP3: impureza 3.

5.1.9 Cinética de degradacao

A tabela 18 apresenta os valores de concentragOes, logaritmo natural da
concentracdo (In C) e inverso da concentracdo (1/C) utilizados para a definicdo da
ordem da reacdo da degradacdo da LGT nos comprimidos em condicdes de hidrélise

alcalina e temperatura (NaOH 1,0 mol/L a 80 °C).
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TABELA 18 - Valores obtidos para construcao dos graficos e definicdo da ordem de

reacdo de degradacdo do farmaco LGT nos comprimidos.

Tempo LGT (png/mL) InC 1/CO
0 20 2,99 0,05
15 16,57 2,80 0,06
30 13,74 2,62 0,07
45 11,15 2,41 0,08
60 8,25 2,11 0,12
90 5,17 1,64 0,19
120 2,68 0,98 0,37

Legenda: LGT: linagliptina; In C: logaritmo natural da concentracdo de linagliptina;

1/CO: inverso da concentragdo no tempo zero de linagliptina.

As reacOes de degradacdo de um farmaco ocorrem em velocidades definidas e
dependem da natureza quimica e das condi¢des pelo qual foi exposto. Neste sentido e
objetivando a definicdo da ordem e da velocidade de reagdo sdo necessarios estudos de
cinética quimica. Lachman et al. (2001) descrevem que a degradacdo pode ocorrer em
trés ordens, sendo elas: ordem zero (velocidade € independente da concentracao),
primeira ordem (velocidade de degradacdo é dependente da concentracdo) e segunda
ordem (velocidade de reacdo € de dois fatores). No presente estudo, os gréficos
representando as ordens da reacéo estdo demonstrados na figura 12.
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FIGURA 12 - Gréficos das diferentes ordens de cinética da degradacdo de linagliptina-

farmaco.
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Legenda: Gréfico a: zero ordem (eixo y: concentragdo de linagliptina dividida pela
concentracdo no tempo zero de linagliptina; eixo x: tempo); Gréafico b: primeira ordem
(eixo y: logaritmo natural da concentracdo de linagliptina; eixo x: tempo); Grafico c:
segunda ordem (eixo y: um dividido pela concentracdo no tempo zero de linagliptina;

eixo Xx: tempo).

De acordo com os valores encontrados dos coeficientes de correlacéo, verificou-
se que a degradacdo de LGT nos comprimidos em condicdes alcalinas e de temperatura
(NaOH 1,0 mol/L a 80 °C) obedece a uma cinética de primeira ordem, ou seja, a
velocidade de degradacdo € diretamente proporcional a concentracdo do farmaco. A

figura 13 demonstra os cromatogramas obtidos para avaliacdo da cinética neste estudo.
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FIGURA 13 - Cromatogramas da cinética de degradacdo atraves da exposicao da
linagliptina em meio bésico (hidréxido de sodio 1,0 mol/L) associado a temperatura (80
°C).
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Legenda: Cromatograma 1: tempo zero; Cromatograma 2: tempo de 15 minutos;
Cromatograma 3: tempo de 30 minutos; Cromatograma 4: tempo de 45 minutos;
Cromatograma 5: tempo de 60 minutos; Cromatograma 6: tempo de 90 minutos;
Cromatograma 7: tempo de 120 minutos; Analito 1: impureza 1 (3,6 pg/mL); Analito 2:
linagliptina (20,0 pg/mL no tempo zero); Analito 3: impureza 2 (3,6 pg/mL); Analito 4:
impureza 3 (3,6 pg/mL). Obs. Os cromatogramas foram levemente deslocados para

facilitar a visualizacdo.

Ap0s avaliacdo da ordem de reacdo foram calculados os parametros cinéticos, 0s

quais estdo apresentados na tabela 19.

TABELA 19 - Parametros cinéticos calculados para farmaco de LGT.

Parametros cinéticos Valores
kK (ug/min) 0,1897
Too06 (Min) 10,543
T2 (Min) 52,7151
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Os resultados obtidos na determinacdo da cinética de reacdo sdo importantes
condigdes ideais de manipulacdo do produto durante a producdo, o controle de
qualidade, o armazenamento e embalagem das matérias-primas e dos comprimidos
(LACHMAN et al.; 2001).

5.2 Seguranca bioldgica do farmaco LTG e suas impurezas de sintese

5.2.1 Parametro citotdxico -Viabilidade celular

Os resultados encontrados no teste de viabilidade celular (figura 14) em
leucdcitos humanos demonstram que apenas na concentragdo 10 vezes superior a
concentracdo méaxima a LGT reduz a viabilidade celular, demonstrando a seguranca do
farmaco nas condi¢des do estudo. A avaliacdo dos resultados para impurezas evidencia
que houve uma reducdo na viabilidade celular a uma concentracdo equivalente a 10% da

concentracdo plasmatica méxima do farmaco.
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FIGURA 14 - Grafico do percentual da viabilidade celular frente a linaglitina-

substancia quimica de referéncia e impurezas
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Legenda: CN: controle negativo; PC: controle positivo; FR: linagliptina-substancia
quimica de referéncia; Impl: impureza 1; Imp2: impureza 2; Imp3: impureza 3; FR
10xPP: dez vezes a concentracdo do pico plasmatico da linagliptina; FR PP:
concentracdo do pico plasméatico da linagliptina; FR 10/PP: dez por cento da
concentragdo do pico plasmaético da linagliptina. Imp (1, 2 e 3) 10xPP: dez por cento da
concentragdo do pico plasmatico da linagliptina; Imp (1, 2 e 3) PP: um por cento da
concentracdo do pico plasmatico da linagliptina; Imp (1, 2 e 3) 10/PP: zero virgula um
por cento da concentracao do pico plasmatico da linagliptina.

*Letras semelhantes ndo diferem estatisticamente e letras diferentes diferem

estatisticamente.

5.2.2 Parametro mutagénico - Teste de Micronucleo

No teste de contagem de microntcleos (figura 15) apenas as impureza 1 e 3 na
concentracdo equivalente a 10% da concentracdo plasmatica maxima do farmaco
apresentaram significancia estatistica quando comparada ao controle negativo , ou seja,
apresentaram significativamente mais formacdo de micronucleos que o controle
negativo. As outras amostras avaliadas (LGT (10x PP, PP e 10/PP), impureza 1 (PP e
10/PP), impureza 2 (10x PP, PP e 10/PP) e impureza 3 (PP e 10/PP)) nao apresentaram

69



diferenca significativa entre os grupos, bem como ndo houve diferenca entre as
concentracgdes testadas.

FIGURA 15 - Grafico do percentual da frequéncia de micronucleos frente a linaglitina-

substancia quimica de referéncia e impurezas.
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Legenda: CN: controle negativo; PC: controle positivo; FR: linagliptina-substancia
quimica de referéncia; Impl: impureza 1; Imp2: impureza 2; Imp3: impureza 3; FR
10xPP: dez vezes a concentracdo do pico plasmatico da linagliptina; FR PP:
concentracdo do pico plasméatico da linagliptina; FR 10/PP: dez por cento da
concentracdo do pico plasmatico da linagliptina. Imp (1, 2 e 3) 10xPP: dez por cento da
concentracdo do pico plasmatico da linagliptina; Imp (1, 2 e 3) PP: um por cento da
concentracdo do pico plasmatico da linagliptina; Imp (1, 2 e 3) 10/PP: zero virgula um
por cento da concentracao do pico plasmatico da linagliptina.

*Letras semelhantes n&o diferem estatisticamente e letras diferentes diferem

estatisticamente.
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5.2.3 Parametro genotoxicoldgico - Teste Cometa

A partir do teste Cometa, os resultados (figura 16) demonstram que nas
impurezas 1, 2 e 3 na concentragdo de 10x PP houve dano no DNA. J& para o farmaco
LGT em todas as suas concentragdes e as impurezas 1, 2 e 3 nas outras concentracoes
testadas (PP e PP/10) os indices foram semelhantes ao CN, ndo apresentando assim

diferenca estatistica significativa.

FIGURA 16 - Gréafico do percentual do indice de dano de DNA frente a linaglitina-

substancia quimica de referéncia e impurezas.
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Legenda: CN: controle negativo; PC: controle positivo; FR: linagliptina-substancia
quimica de referéncia; Impl: impureza 1; Imp2: impureza 2; Imp3: impureza 3; FR
10xPP: dez vezes a concentracdo do pico plasmatico da linagliptina; FR PP:
concentragdo do pico plasmatico da linagliptina; FR 10/PP: dez por cento da
concentracdo do pico plasmaético da linagliptina. Imp (1, 2 e 3) 10xPP: dez por cento da
concentracdo do pico plasmatico da linagliptina; Imp (1, 2 e 3) PP: um por cento da
concentracédo do pico plasmatico da linagliptina; Imp (1, 2 e 3) 10/PP: zero virgula um
por cento da concentracdo do pico plasmatico da linagliptina.

*Letras semelhantes n&o diferem estatisticamente e letras diferentes diferem

estatisticamente.
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Estes resultados demonstram a importancia da realizacdo da determinacéo
quantitativa das impurezas e dos testes de seguranca bioldgica, pois todas as impurezas
na concentragdo equivalente a 10% da concentracdo plasméatica maxima do farmaco
(PP) apresentaram atividade genotoxica, evidenciando uma possivel relacdo com
malformacdes, doencas congénitas, doencas genéticas e degenerativas, envelhecimento

celular, neoplasias, entre outras (SCHERER et al. 2013).

Os resultados estudos de seguranca bioldgica demonstram a importancia do
controle de qualidade e da necessidade da determinagdo qualitativa e quantitativa das

impurezas de sintese no produtos farmacéuticos contendo o farmaco LGT.

72



6. CONCLUSOES

O método desenvolvido e validado por CLAE mostrou-se simples, linear,
preciso, exato e robusto para quantificar o farmaco LGT e suas principais impurezas,

condicBes necessarias para utilizagdo no controle de qualidade deste produto.

O farmaco linaglitptina mostrou-se instavel em condicbes fotoliticas (UV-A)
oxidativas (H,O, 30%), alcalinas (NaOH 1,0 mol/L), acidas (HCI 1,0 mol/L), térmicas
(60 °C), alcalina associada a temperatura (NaOH 1,0 mol/L + 80 °C) e &cida associada a
temperatura (HCI 1,0 mol/L + 80 °C), os produtos de degradacdo formados ndo
interferiram na quantificacdo do farmaco e de suas principais impurezas, ou seja, 0
método apresenta-se como indicativo de estabilidade do farmaco e adequado para

quantificacdo de suas impurezas de sintese;

A degradacao da amostra dos comprimidos da LGT em condicdo basica (NaOH
1,0 mol/L) associada a temperatura (80 °C), obedeceu a uma cinética de primeira ordem,
ou seja, a velocidade de degradacdo é diretamente proporcional a concentracdo do

farmaco.

Os valores de LD e LQ encontrados demonstram a sensibilidade do método
desenvolvido para quantificar a linagliptina e, principalmente, suas impurezas de

sintese.

No teste de citotoxicidade, a LGT na concentracdo 10 vezes superior a (pico
plasmatico) e as impurezas 1, 2 e 3 na concentracdo equivalente a 10% da concentragdo

plasmatica maxima do farmaco, reduziram a viabilidade celular.

No teste mutagenicidade, a impureza 1 e 3 na concentragdo equivalente a 10%
da concentracdo plasmatica maxima do farmaco, aumentaram significativamente a

formacdo de microndcleos.

No teste de genotoxicidade, as impurezas 1, 2 e 3 na concentragdo equivalente a
10% da concentracdo plasmatica maxima do farmaco, induziram a danos ao DNA

através do teste cometa.
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Os ensaios de seguranca bioldgica ressaltam a importancia do controle
quantitativo das impurezas presentes, pois o0s resultados demonstraram o risco de

toxicidade em caso de uma concentragéo de 10% de impurezas no produto final.
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