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Resumo

Nos nossos dias, a diabetes é considerada como uma epidemia mundial com tendéncia
crescente sendo necessario encontrar diferentes estratégias para o seu tratamento. No mercado atual
existem disponiveis varias terapias orais sendo uma delas o medicamento Trajenta, constituido por
5mg de linagliptina. Contudo, o valor de mercado destes medicamentos é elevado e devido a sua
elevada procura € necessario criar estratégias mais econémicas para controlar esta doenca. E a partir
desta necessidade que surgem os medicamentos genéricos. Um medicamento genérico define-se
como um produto que contém a mesma composicao quantitativa e qualitativa de substancias ativas
em relacdo ao medicamento de referéncia comercializado. Os medicamentos genéricos sao
considerados uma verdadeira revolucdo na industria farmacéutica. Estes permitiram uma
regularizacdo do pre¢co dos medicamentos no mercado devido a diminuicdo substancial do
investimento necessario para o seu desenvolvimento. Para um medicamento genérico ser
comercializado é necesséario que este seja semelhante ao medicamento de referéncia. O objetivo
deste trabalho surge entdo da necessidade de desenvolver e validar um método capaz e
robusto para comparar o medicamento genérico com o medicamento de referéncia e confirmar
a sua bhioequivaléncia.

Este trabalho foi realizado a partir de um projeto da empresa Sofarimex para o
desenvolvimento de um comprimido de linagliptina 5 mg tendo como referéncia o medicamento
Trajenta. Os objetivos deste trabalho sdo o desenvolvimento de dois métodos analiticos, o
método do doseamento e o método da dissolucdo e a validacdo do método da dissolucéo. E
também necessario realizar perfis de dissolugao para analisar o comportamento do principio ativo e
para assegurar a bioequivaléncia entre os medicamentos.

Os métodos foram desenvolvidos com base em artigos cientificos e foi possivel utilizar as
mesmas condi¢des cromatograficas para ambos. O método da dissolucao foi validado com base em
pardmetros de especificidade, linearidade, exatid&@o, precisdo, precisdo intermédia e estabilidade. O
método foi considerado véalido obtendo especificidade nos trés meios de dissolugédo, apresentando
linearidade, obtendo uma reta com um r?=0.9987, uma exatiddo de amostras entre os 100%-101%,
uma precisao e precisdo intermédia com um RSD menor que 5% e uma estabilidade de amostras e
padrbes de 24h.

Com a obtencéo de valores de dissolugéo superiores a 85% aos 15 minutos nos ensaios de
dissolugdo, e sendo que a linagliptina pertence a classe lll da escala BCS, o medicamento
desenvolvido pode ser considerar um biowaver ficando desta forma isento de estudo de BD/BE.
Conclui-se entdo que o medicamento genérico demonstra bioequivaléncia com o medicamento
de referéncia e encontrando-se pronto para seguir para a producdo de trés lotes em fabrica onde
todos os procedimentos de GMP sdo cumpridos. Esses lotes serdo analisados durante alguns anos
até se obter a validade do produto para que este seja aprovado pelas entidades competentes e entrar

no mercado.

Palavras-chave: Medicamento genérico; Linagliptina; Diabetes; Métodos analiticos; Dissolugéo
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Abstract

Nowadays, diabetes is considered a worldwide epidemic with a growing trend, and it is
necessary to find different strategies for its treatment. In the current market there are several oral
therapies available, one of them is Trajenta that is constituted by 5mg of linagliptin. However, the
market value of these drugs is high and due to their high demand, it is necessary to create more
economical strategies to control this disease. It is from this need that generic drugs emerge. A generic
drug is defined as a product that contains the same quantitative and qualitative composition of active
substances as the marketed reference drug. Generic drugs are considered a true revolution in the
pharmaceutical industry. They have allowed a regularization of the price of drugs on the market due to
the substantial decrease in the investment required for their development. For a generic drug to be
marketed, it must be similar to the reference drug. The objective of this work arises from the need
to develop and validate a robust method that is capable of comparing the generic drug with the
reference drug (Trajenta) and confirm its bioequivalence.

This work was carried out from a project of the company Sofarimex for the development of a
5 mg linagliptin tablet having as reference the drug Trajenta. The objectives of this work are the
development of two analytical methods, the dosage method and the dissolution method, and the
validation of the dissolution method. It is also necessary to perform dissolution profiles to
analyse the behaviour of the active substance and to ensure bioequivalence between the drugs.

The methods were developed based on scientific papers and it was possible to use the
same chromatographic conditions for both. The dissolution method was validated based on
parameters of specificity, linearity, accuracy, precision, intermediate precision and stability. The
method was found to be valid obtaining specificity in all three dissolution media, showing linearity,
obtaining a straight line with an r2=0.9987, a sample accuracy between 100%-101%, a precision and
intermediate precision with an RSD less than 5% and a stability of samples and standards of 24h.

With the dissolution values above 85% at 15 minutes in the dissolution assays, and since
linagliptin belongs to class Il of the BCS scale, the developed drug can be considered a biowaver,
thus being exempt from BD/BE studies. It is then concluded that the generic drug demonstrates
bioequivalence with the reference drug and is ready to move on to the production of three batches
in a factory where all GMP procedures are followed. These batches will be analysed for a few years
until the shelf time of the product is obtained, so that it can be approved by the competent authorities

and enter the market.

Keywords: Generic drug; Linagliptin; Diabetes; Analytical Methods; Dissolution
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Introducao teodrica

1 Grupo Azevedos - Sofarimex

O Grupo Azevedos é um grupo farmacéutico nacional que abrange um vasto conjunto de
empresas farmacéuticas tanto nacionais como internacionais (presente nos mercados angolanos e
mocambicanos) com diferentes areas de atuacdo, desde a producédo, distribuicdo, exportacao e
promocao de produtos farmacéuticos 1.

A 21 de Novembro de 1994, o Grupo Azevedos inaugurou a Sofarimex, uma empresa
nacional dedicada ao fabrico de produtos farmacéuticos. Inicialmente esta era constituida com 60%
do capital social pertencente aos Laboratérios Azevedos e 40% detido por um grupo francés Sanofi —
Aventis, contudo atualmente a empresa € constituida exclusivamente por capitais nacionais 1.

A Sofarimex encontra-se equipada com techologia avancada, sendo especialista na
producdo farmacéutica a pequena e meédia escalas europeias. A fabrica foi construida de forma a
poder evoluir no mercado farmacéutico de outsourcing apostando na consolidacdo das posi¢fes ja
alcancadas no mercado e na conquista de hovos mercados como o0 mercado europeu. A Sofarimex
detém uma carteira de cliente alargada incluindo grupos como a Sanofi-Aventis, GlaxoSmithKline
(GSK), Novartis, Mepha, Virbac, entre outros, sendo assim em fabrica produzida mais de 20% da
producé@o de medicamentos em Portugal e mais de 60% da sua produc¢éo € exportada para diferentes
continentes 1.

Existe uma grande flexibilidade a nivel produtivo o que possibilita o fabrico de lotes de
variadas dimensdes e de diferentes formas farmacéuticas nomeadamente, sélidos (pés, granulados,
comprimidos, comprimidos revestidos, drageias e capsulas), liquidos (xaropes, soluc¢des, suspensdes
e solutos), pastosos (pomadas e cremes) e estéreis (liquidos de pequeno volume preparados

assepticamente e liofilizados) que se encontram distribuidos como representado na Figura 1 1.

mSolidos mLiquidos mEstéreis

Figura 1 - Distribuicdo das diferentes formas farmacéuticas produzidas pela Sofarimex em
relacdo aos mais de 650 produtos em fabrica. (Retirado e adaptado de “Grupo Azevedos. Manual de Acolhimento )
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A Sofarimex encontra-se organizada em varios departamentos permitindo uma estrutura
organizacional e funcional. A Sofarimex encontra-se dividida em 2 grandes infraestruturas, a
producdo, onde sdo produzidos todos os produtos farmacéuticos, e os laboratérios onde sédo
analisadas as matérias-primas, o produto acabado, onde é feito o controlo da qualidade dos produtos,
as estabilidades e o Departamento de Inovacéo e Desenvolvimento (DID). O DID é chefiado pelo
Doutor Eduardo Correia e é constituido por um grupo muito experiente de analistas e gestores de
projetos. O DID tem como objetivo desenvolver novos projetos, criando medicamentos genéricos

inovadores para serem introduzidos no mercado nacional e internacional 1.

2 Medicamentos genéricos

Os medicamentos genéricos surgiram nos anos 80 quando profissionais da area da
farmécia e da medicina demonstraram preocupacao tendo em conta a existente falta de transparéncia
das industrias farmacéuticas sobre a formulacdo de alguns medicamentos comercializados até a
data. Aproveitando esta questdo, outras empresas farmacéuticas decidiram sugerir o uso dos seus
préprios produtos para substituir os das marcas de referéncia, sob os quais ndo tinham acesso livre
sobre a formulagéo 2.

O processo de legalizagdo dos medicamentos genéricos foi demorado, tendo sido colocada
em causa a semelhanca entre os medicamentos de referéncia e os medicamentos genéricos e
também a fiabilidade dos ultimos visto que ndo tinham sido declaradas normas para a sua aprovagao
2.

Mas foi a inflagdo dos precos dos medicamentos de referéncia por falta de competicdo no
mercado que comegou a abrir espago para os medicamentos genéricos 2. O aparecimento dos
genéricos permitiu controlar os custos dos medicamentos sem diminuir a sua qualidade, apenas ao
criar competicdo entre empresas 3. O mercado dos medicamentos genéricos entrou entdo em
expansdo devido a dificuldade inerente ao desenvolvimento de novos principios ativos e a
necessidade de os doentes obterem medicamentos mais em conta 4. A diminuicdo do custo dos
medicamentos permite tratar eficazmente mais doentes com 0 mesmo custo monetario 5. Em 2015, o
consumo de medicamentos genéricos representava mais de metade do volume total de produtos
farmacéuticos em todo o mundo e, apesar dos valores variarem de regido para regido, 0 consumo
dos medicamentos genéricos é maioritariamente mais elevado na grande maioria dos paises

comparativamente com o consumo dos medicamentos de referéncia °.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), um produto genérico define-se como
“um produto farmacéutico, normalmente desenhado para ser permutavel ao produto inovador, que é
fabricado sem permissdo da empresa inovadora e colocado no mercado ap6s a patente ou outros

direitos exclusivos expirarem “ e segundo a European Medicines Agency (EMA) um medicamento
genérico “é um produto que tem a mesma composi¢cdo quantitativa e qualitativa em substancias
ativas e a mesma forma farmacéutica que o medicamento de referéncia, e cuja bioequivaléncia com o
produto de referéncia tenha sido demonstrada por estudos de biodisponibilidade apropriados” (a

comparacao das caracteristicas dos medicamentos de referéncia e dos medicamentos genéricos
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encontra-se representada na Tabela 1). E de salientar a importancia das definicdes dadas pela OMS
e pela EMA pois expressdes como “permutavel” e “bioequivalente” determinam o grau de semelhanca
entre 0 medicamento de referéncia e o medicamento genérico. Para um medicamento ser permutavel
e bioequivalente com o de referéncia, é necessario que existam provas que o medicamento genérico
€ tao eficaz e tdo seguro como o de referéncia, sendo que para confirmar estes conceitos séo
utilizados os estudos de biodisponibilidade e de bioequivaléncia 58.

Foi o desenvolvimento e validacdo de métodos baseados em metodologias in vitro que
permitiram uma verificacdo de bioequivaléncia mais sensivel e reprodutivel. Estas novas
metodologias criaram uma oportunidade para os medicamentos genéricos, pois permitem uma
submissao e aprovacdo mais rapidas por parte das entidades competentes, sendo entdo possivel ter
uma gama mais vasta de medicamentos genéricos no mercado. Mas para gerar conhecimento sobre
0 produto a produzir &€ necessario ter conhecimento sobre o medicamento de referéncia e tendo esta
nocao, sao realizados ensaios aos produtos de referéncia por forma a conhecer como estes se
comportam no corpo humano. Os resultados obtidos irdo permitir que exista uma linha condutora para
o design dos medicamentos genéricos. O desenvolvimento de produtos genéricos deve ser eficiente
tanto a nivel de custos como de tempo visto que estes produtos estdo associados a margens de
lucros mais baixas por forca da existente competicao de mercado 4.

Um dos fatores mais importantes nos medicamentos genéricos é a bioequivaléncia. Ao
provar que existe bioequivaléncia entre o produto de referéncia e o produto genérico conseguimos
demonstrar que a acao no corpo e a segurancga serdo muito semelhantes 7. A bioequivaléncia é entao
a falta de diferencas significativas na razdo a qual o ingrediente ativo se torna disponivel no local de
acdo do medicamento quando administrado na mesma dose e com o mesmo intervalo de tempo. O
requisito de estudos de bioequivaléncia para medicamentos genéricos, em substituicdo dos estudos
de eficécia clinica ou seguranca foi introduzido nos Estados Unidos em 1984 e atualmente é aceite
em todo o mundo como uma norma regulamentar 6. A determinagcdo da bioequivaléncia entre os
medicamentos é baseada em andlises estatisticas de dados de métodos analiticos especificos. Os
limites de bioequivaléncia situam-se num intervalo de valores dentro dos quais esta garantida a
seguranga e eficacia do medicamento & No fundo, a bioequivaléncia significa que ndo existe
diferenca significativa entre a taxa e quantidade de absor¢cdo do genérico comparado com o
medicamento de referéncia °.

Apesar de os estudos de bioequivaléncia compararem o medicamento genérico com o de
referéncia, em laboratério ndo é de estranhar existirem dois medicamentos genéricos muito diferentes
entre si mesmo que ambos se encontrem dentro dos limites estabelecidos para serem
bioequivalentes com o medicamento de referéncia, a este fendbmeno é dado o nome de bio-creep, ou
seja, nao existem provas que dois ou mais medicamentos genéricos do mesmo produto de referéncia
sejam bioequivalentes entre si e por isso totalmente permutaveis 6. A falta de provas de
bioequivaléncia entre genéricos torna pouco aconselhavel a troca subita de marcas de medicamentos
pois a formulagédo é diferente entre todos tal como a concentracdo do ativo em causa ’.

Em Portugal a Dire¢do Geral de Saude (DGS) garante a qualidade, seguranga e eficacia

dos medicamentos genéricos visto que estes seguem as mesmas disposi¢des legais dos outros
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medicamentos segundo o Decreto-Lei n°® 176/2006 de 30 de agosto. Estes, no entanto, estdo
dispensados de apresentacé@o de ensaios pré-clinicos e clinicos desde que a bioequivaléncia entre o
genérico e o de referéncia seja demonstrada. Os medicamentos genéricos s6 podem ser
comercializados ap6s 6 a 10 anos de exclusividade de mercado para os produtos de referéncia e a
legislacdo imp8e que os medicamentos genéricos sejam 35%, ou 20% em alguns casos, mais
baratos que os medicamentos de referéncia 1. Em Portugal o Infarmed é a entidade competente para

avaliar e aprovar a entrada dos medicamentos genéricos no mercado.

Tabela 1 — Comparagdo das caracteristicas dos medicamentos de referéncia com os
medicamentos genéricos. Comparando as caracteristicas dos dois medicamentos conclui-se que afetam as
caracteristicas que afetam a sua acao séo iguais em ambos??,
* Pode ou nao ser diferente, dependendo da formulacdo usada pela empresa do medicamento genérico.
(Retirado e adaptado de “Razmaria, A. A. Generic Drugs. JAMA patient page 315, (2016)").

Referéncia Genérico

Igual Diferente*
Eficacia [ e
Seguranca °
Pureza °
Ingrediente ativo °
Excipientes °
Aparéncia °
Preco °




Linagliptina comprimidos — Desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos

3 Medicamentos Genéricos para a diabetes

l. Diabetes

A American Diabetes Association (ADA) define a diabetes como “um grupo de doencas
metabdlicas caracterizadas por hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecdo de insulina, na acao
da insulina ou ambos. A hiperglicemia crénica da diabetes estd associada a lesdes de evolucédo lenta,
disfuncdes e insuficiéncias de diferentes orgaos, especialmente os olhos, rins, nervos, coragédo e
vasos sanguineos” 13,

A diabetes mellitus (DM) refere-se assim a um grupo heterégeno de processos patolégicos,
gue tém em comum a hiperglicemia cronica, e € classificada em quatro classes, sendo que as
principais categorias sdo a diabetes tipo 1 (DM1) com 5 a 10% dos casos, e a diabetes tipo 2 (DM2),
gue representa 90% de todos os casos 13-15,

A diabetes constitui uma das maiores epidemias mundiais, e, apesar da prevaléncia da
diabetes ser extremamente marcada em todo o mundo, 0 seu valor exato é desconhecido devido a
todos os casos ndo diagnosticados, acreditando-se que 1 em cada 2 individuos ndo tem
conhecimento que possui DM 16-20,

A International Diabetes Federation (IDF), antecipa que até 2045 a prevaléncia global da
diabetes ira aumentar mundialmente com um incremento mais acentuado nos paises em
desenvolvimento. Em 2019, a percentagem da populacdo mundial com diabetes foi de 9.3%, o que
equivale a 463 milhGes de habitantes (no grupo etério dos 20-79 anos) e em 2045 este nimero sera
de 700.2 milhdes de habitantes, tal como podemos ver representado na Figura 2. Em Portugal, os
dados de 2018 indicam que, no grupo etario dos 20-79 anos, cerca de 8,1% da populacdo estava
diagnosticada com diabetes6-21,

O custo da DM nos sistemas de saude tem vindo a aumentar significativamente ao longo
dos anos, sendo que em 2015 os custos foram de 673 mil milhdes de dblares americanos e em 2017
estima-se que os valores chegaram a 727 mil milhdes de délares americanos. Em 2045, a previsao é
de 776 mil milhdes de dolares americanos, verificando-se um crescimento de 7% em relagdo a 2017
para o grupo etario dos 20-79 anos nos Estados Unidos da América. Seguindo os mesmaos critérios
da IDF, em Portugal o custo da diabetes em 2018 foi de 1330-1550 milhdes de euros, representando

7-8% da despesa em salide nesse ano6-21,
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Figura 2 — Evolucéo da prevaléncia da diabetes no mundo. Na imagem encontra-se a prevaléncia de
2019 e as respetivas previsfes para 2030 e 2045, com 0 aumento percentual entre 2019 e 2045. Verifica-se um
aumento acentuado da diabetes por todo o mundo, prevé-se que as regibes com um maior aumento sejam o
Médio Oriente e Africa. (Retirado e adaptado de “IDF Diabetes Atlas 8th Edition (2019)".)

. Linagliptina

A linagliptina é uma substéncia ativa que pertence ao grupo de medicamentos denominados
“antidiabéticos orais”, sendo estes usados para tratar niveis elevados de aglcar no sangue 22, Com
uma massa molecular de 472,5 g/mol e a formula quimica C2sH26NsO2 (a qual podemos ver a
estrutura molecular na Figura 3), a linagliptina € uma molécula com estrutura baseada em xantinas
(constituidas por bases purinicas) que foi desenvolvida pela farmacéutica Boehringer Ingelheim e
aprovada em 2011 pela US Food and Drug Administration (FDA) e pela EMA 23. Apresentando uma
solubilidade em agua de 0.9 mg/mL e uma permeabilidade intrinseca de 3,56 x 106 cm/s, a
linagliptina demonstra uma elevada solubilidade e uma baixa permeabilidade quando presente num

meio aquoso com um intervalo de pH de 1-7,5 24,

Figura 3 — Estrutura molecular da linagliptina. (Retirada e adaptada de “Marks, D. J. & Smith, P. J. High
Performance Liquid Cromatography. British Journal of hospital medicine 75, (2014)”).
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A linagliptina esta presente em medicamentos antidiabéticos utilizados no tratamento da
DM2 devido a sua forma de acéo. A linagliptina € um inibidor reversivel da enzima dipeptidil peptidase
4 (DPP-4) sendo que apresenta uma taxa de inibigdo muito mais baixa para outras enzimas da familia
DPP como a DPP-8 e a DPP-9 24, Consoante o local onde os diferentes inibidores da DPP-4 se ligam,
estes podem ser classificados em S1 se a ligagdo acontecer no centro da enzima ou S2 se a ligacdo
acontecer fora do nicleo da enzima. A linagliptina liga-se a DPP-4 no local S2’ que é um sublocal da
regido S2 e cria uma ligacdo entre a cadeia lateral da Trp629 com a sua porcao formada pela fusao
do anel benzeno com o anel de pirimidina. Para além desta ligacao, existe a formacao de pontes de
hidrogénio entre varios locais (visivel pelas linhas vermelhas tracejadas da Figura 4) como entre a
extremidade amina do anel heterociclico com cinco carbonos e uma amina da linagliptina e os
aminoacidos Glu205, Glu206 e Tyr662 da DPP-4 2526,

A DPP-4 é uma enzima que esta envolvida na inativacdo por degradacdo das hormonas
incretinas péptido tipo glucagon 1 (GLP-1) e polipéptido inibidor gastrico (GIP). Estas hormonas séo
segregadas das células gastrointestinais L e K respetivamente a um nivel basal baixo ao longo do
dia, mas o seu nivel eleva-se apds uma refeicdo. A GLP-1 e a GIP vao levar a um aumento da
biossintese e secrecdo de insulina pelas células B pancreéticas quando existe um nivel elevado de
glucose no sangue regulando entdo a homeostase da glucose. A DPP-4, ao inativar estas hormonas
vai causar um desequilibrio na homeostase da glucose, sendo o propdsito da linagliptina evitar esse
mesmo desequilibrio. Uma vez que a DPP-4 apenas altera 0 metabolismo da glucose pela diminui¢do
da secrecao de insulina, a utilizacdo da linagliptina ndo constitui um bom método terapéutico para a
diabetes tipo 1 visto que, neste tipo de diabetes, os doentes normalmente sofrem perda de células B
pancreaticas, o que sé por isso impede a producdo de insulina. Desta forma, diminuir a degradagéo

de insulina pela DPP-4 ndo demonstra diferenca significativa na diabetes tipo 1 22-2427-29,

Figura 4 — Representacédo 3D da ligacdo da linagliptina a DPP-4. Existem vérias ligacdes entre a
enzima DPP-4 e a molécula de linagliptina. As ligacdes demonstradas por linhas vermelhas tracejadas
representam pontes de hidrogénio em diversos locais. (Retirado e adaptado de “Berger, J. P. et al. A comparative study
of the binding properties, dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) inhibitory activity and glucose-lowering efficacy of the DPP-4 inhibitors
alogliptin, linagliptin, saxagliptin, sitagliptin and vildagliptin in mice. Endocrinology, Diabetes & Metabolism 1, 00002 (2018)").
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Ao contrario de outras substancias na familia das gliptinas, a linagliptina apresenta uma
farmacocinética ndo linear, o que indica que a velocidade de eliminagdo é constante
independentemente da concentracdo de linagliptina presente, isto ira resultar num aumento da
saturagdo da ligacdo da DPP-4 com a linagliptina. Esta diferenga da linagliptina para as outras
substancias da familia das gliptinas deve-se essencialmente a elevada afinidade desta substancia
com a DPP-4 e a uma taxa de dissociagdo mais lenta 2430,

Ap6s administragdo de uma Unica dose de 5mg, a dose recomendada, observa-se uma
concentracdo maxima no plasma aos 90 minutos apds a toma sugerindo uma absorcdo pré-
dominante no intestino. A Linagliptina demonstra uma biodisponibilidade de 30% e uma
permeabilidade moderada/baixa com um tempo de meia vida de 70-80 horas em humanos. A
metabolizacédo da linagliptina é baixa sendo que aproximadamente 90% da mesma é excretada sem
ser metabolizada. A pequena percentagem metabolizada resulta na formag¢do de um metabolito, o
CD1790, este é um produto de uma reagéo de dois passos inicializada por catalise do CYP3A4 (sem
qualquer envolvimento direto do citocromo P450). O CD1790 ndo vai apresentar qualquer fungéo
farmacoldgica sendo considerado farmacologicamente inativo e sem capacidade de inibicdo para o
DPP-4. Para além deste metabolito, existem outros metabolitos que também podem ser encontrados

no plasma, mas em concentra¢cdes muito menores (estes encontram-se representados na Figura 5)

24,29,31
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Figura 5 — Vias metabdlicas possiveis para a linagliptina. A pequena percentagem de linagliptina
(representada pelo retdngulo azul) que realmente é metabolizada pode resultar em varios metabolitos sendo que
em destacado e circulado encontram-se os metabolitos que é possivel encontrar no plasma humano apos a
ingestao de linagliptina. O metabolito que existe em maior concentragdo é o CD1790 (representado pelo circulo
vermelho). (Retirado e adaptado de “Blech, S., Ludwig-Schwellinger, E., Grafe-Mody, E. U., Withopf, B. & Wagner, K. The
metabolism and disposition of the oral dipeptidyl peptidase-4 inhibitor, linagliptin, in humans. Drug Metabolism and Disposition
38, 667-678 (2010)").
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A excrecdo da-se essencialmente pela via hepatobiliar, acabando por ser eliminada na sua
maioria pelas fezes sendo que apenas 1-6% € eliminada pelos rins para as doses de 5mg, a
representacdo farmacocinética da linagliptina encontra-se representada na Figura 6. A linagliptina ao
ter uma preferéncia de ligagdo a DPP-4, vai ser encontrada acoplada a esta proteina principalmente
nos rins onde existe uma elevada expressao da proteina. Apesar da sua elevada capacidade de
ligacéo a proteinas, a linagliptina tem pouca capacidade para se ligar aos tecidos o que vai fazer com
que esta ndo se encontre acumulada nos tecidos. Os efeitos secundarios da linagliptina séo

considerados pouco especificos sendo os principais: dor de cabeca, sintomas tipo gripe e nausea

24,29
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Figura 6 — Representacdo da farmacocinética da linagliptina. A administracéo é por via oral, existe
uma absorcéo e distribuicdo rapida para todo o corpo. A linagliptina tem uma taxa de metabolizagcdo muito baixa
e é excretada pela via hepatobiliar e eliminada maioritariamente nas fezes. (Retirado e adaptado de “Mcgill, J. B.
Linagliptin for type 2 diabetes mellitus: A review of the pivotal clinical trials. Therapeutic Advances in Endocrinology and
Metabolism 3, 113-124 (2012) “).

i. Comprimidos de Linagliptina

Os comprimidos existentes no mercado com a substancia ativa Linagliptina designam-se de
Trajenta e sao fabricados pela empresa farmacéutica Boehringer Ingelheim. Apresentam-se como
comprimidos revestidos com pelicula com cerca de 8mm de diametro e contém 5mg de principio ativo
e uma lista de excipientes presentes na Tabela 2 2.

Tabela 2 — Lista de excipientes dos comprimidos Trajenta 5mg Linagliptina produzidos pela
empresa Boehringer Ingelheim. (Retirado de “Boehringer Ingelheim. Resumo das caracteristicas do medicamento”).

Nucleo do comprimido Revestimento
Manitol Hipromelose
Amido pré-gelificado (milho) Diéxido de titanio (E171)
Amido de milho Talco
Copovidona Macrogol (6000)
Esterato de magnésio Oxido de ferro vermelho (E172)
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4 Métodos analiticos

l. Desenvolvimentos de métodos analiticos

Para os medicamentos genéricos, 0 desenvolvimento de métodos analiticos &
frequentemente baseado em informacdo da farmacopeia europeia. Contudo, quando ndo existem
métodos desenvolvidos na farmacopeia europeia é necessario fazer-se uma revisao bibliografica de
artigos de forma a encontrar possiveis métodos para a identificagdo do nosso principio ativo 3.

Os métodos analiticos detém um papel essencial na determinagcdo das propriedades do
produto, mas para que os mesmos relatem com qualidade as suas propriedades, precisam de ser

validados segundos critérios minuciosos que permitam obter resultados de confianca 33 .

7

Quando se inicia o processo de desenvolvimento de um método analitico é necessario
seguir um conjunto de passos de trabalho de forma a alcancar os objetivos pretendidos como
podemos apreender na Figura 7. O objetivo deve ser delineado consoante o perfil de sinal que
queremos obter, mas sempre em concordancia com as guidelines em vigor e o procedimento interno
da empresa. O estudo do principio ativo € fundamental pois permite que as escolhas feitas sejam
mais informadas e de acordo com as propriedades fisicas e quimicas de cada principio ativo. Deve
ter-se em consideracao parametros como o peso molecular, a estrutura molecular, a solubilidade e
estabilidade, o valor do pKa, os excipientes utilizados, a sensibilidade ao calor e a luz. Tudo isto ira
contribuir para a escolha da coluna, da fase mdvel, da temperatura de trabalho, do solvente, entre
outros, pois € necessario garantir que, para além de obtermos bons resultados, o principio ativo
mantém-se estavel durante toda a analise. Com todos os dados recolhidos é feita uma pesquisa
bibliografica de forma a encontrar métodos que cumpram 0S nOssos critérios e em seguida séo
testadas as variaveis de forma a garantir que no final obtemos o perfil analitico que desejamos. No

final & necessario otimizar e validar o método garantindo que este é seguro, eficaz e robusto 3435,
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Figura 7 — Sequéncia de passos necessarios para o desenvolvimento de um método. Na industria
farmacéutica de medicamentos genéricos por vezes o estudo das caracteristicas do principio ativo ndo é
necessario visto que este ndo € desenvolvido pela empresa, contudo existe a pesquisa bibliograficas das suas
caracteristicas e a validagdo do método utilizado pela empresa que produziu o principio ativo a utilizar. (Retirado
de “Sule, S., Ambadekar, S., Nikam, D., Sule, A. & Bhure, S. A practical approach to RP HPLC analytical method development.
Sule et al. World Journal of Pharmaceutical Research vol. 3 www.wjpr.net (2014)”).
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. Validacdo dos métodos analiticos

A validacdo dos métodos analiticos baseia-se num conjunto de testes que permite
demonstrar que estes originam resultados fiaveis, exatos e sistematicos para o objetivo em questédo
33_

Para a afericdo dos resultados da validagdo dos métodos analiticos existem guidelines
impostas por agéncias reguladoras nas quais as industrias farmacéuticas se baseiam para criar 0s
protocolos internos 3,

A validacdo de métodos analiticos esta diretamente relacionada com processos analiticos
como 36:

= Testes de identificacdo — utilizados para assegurar a identidade do composto ativo
na amostra. Estes testes normalmente séo realizados com um padrao de referéncia
do ativo para se compararem as propriedades da amostra com o padréo e garantir a
presenca do ativo;

= Testes guantitativos de impurezas — demonstram a quantidade de impurezas
presentes em cada composto sendo necessario que estas estejam abaixo de um
limite imposto pelas entidades regulamentares de forma a garantir a seguranca do
composto;

= Testes qualitativos de impurezas - pretendem comprovar a presenca de
impurezas sendo que a sua concentragdo ndo é tida em consideracao;

» Testes quantitativos para ingredientes farmacéuticos ativos — permite controlar
a quantidade de cada principio ativo na forma farmacéutica final sendo esta
guantidade controlada por questdes de eficacia e seguranca.

Nos diferentes processos analiticos realizados para a validagdo de métodos, é necessario
comprovar a veracidade de diversos pardmetros para que seja garantida a viabilidade do método e
confirmar a sua validacdo. A validacdo de um método € comprovada por pardmetros como a
exatidao, a precisdo e a precisdo intermédia, a especificidade, o limite de detecdo, o limite de
quantificacdo, a linearidade e a robustez. Contudo, nem todos os parametros sdo essenciais em
todos os processos analiticos dado que néo existe significancia relativa na presenca dos mesmos em

alguns dos processos como € percetivel na Tabela 3 36,
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Tabela 3 — Identificacdo das caracteristicas analisadas em cada tipo de processo analitico.
Legenda: - - Caracteristica normalmente nao avaliada; + = Caracteristica normalmente avaliada; (1) = Nos
casos em que a reprodutibilidade tenha sido realizada, a precisao intermédia ndo é necessaria; (2) 2> A falta de
especificidade em um dos processos analiticos pode ser compensada com a sua presenga num outro processo
analitico; (3) = Pode ser necessario em alguns casos (Retirado de “ICH. Validation of analytical procedures: Text and
Methodology Q2(R1). (2005)").

Tipo de processos analiticos

Teste de Impurezas Dissolucéo e
Identificaco
Quantificagdo = Limite = Doseamento

Exatidao - + - +

Repetibilidade - + - +
Preciséo
@ Precis&o Intermédia - +(1) - +(1)
(&)

@ Especificidade (2) + + + +
% Limite de detecéo - -(3) + -
S Limite de quantificagéo - + ] ]
Linearidade - + - +
Gama de trabalho - + - +

= Exatiddo — Indica a aproximacao do valor da nossa amostra com um padrdo ou um
valor ja aceite, fornecendo informag¢é@o sobre os erros sisteméticos. Na exatidao
sera entdo considerada a percentagem do coeficiente entre um valor observado e

um valor de referéncia como demonstrado na Equacéo 1 6.

Exatidi Valor Observado 100
= X
xatiaao Valor de Referéncia

Equacédo 1 — Equacéo para o célculo da exatidao na validagdo de métodos analiticos. O resultado
€ apresentado em percentagem. (Retirado de “ICH. Validation of analytical procedures: Text and Methodology Q2(R1).
(2005)").

= Precisdo — Baseia-se na necessidade de existir um elevado grau de concordancia
entre resultados quando o procedimento é aplicado a mudltiplos ensaios de uma
mesma amostra em condi¢cBes definidas. A precisdo avalia a reprodutibilidade ou

repetibilidade do método sendo estes dois dos niveis da preciséo .

» Precisdo intermédia — Avalia a precisao afetada por mdultiplas alteragdes como por
exemplo mudanca de analista, mudanca de equipamento, dias diferentes, entre

outros 36,
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Linagliptina comprimidos — Desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos

= Especificidade — Traduz-se como a capacidade de um dado método identificar de
forma precisa o analito na presenca de outros componentes na amostra. O método
utilizado tem de possuir a capacidade de ser especifico para 0 nosso componente
em estudo de forma a poder distingui-lo inequivocamente na presenca de outros
compostos. Na pratica, este parametro é verificado pela falta de interferentes no

mesmo tempo de retencao do analito de interessess,

*= Limite de detecdo — Quantidade mais pequena capaz de se detetar de forma fiavel

numa amostra, contudo ndo tem de ser necessariamente quantificavel .

» Limite de quantificacdo — Menor quantidade do analito que é possivel quantificar

com uma precisao e exatidao aceitaveis para o método 36,

= Linearidade — Capacidade de obter resultados, dentro de um determinado intervalo
de tempo, proporcionais a concentragdo do composto a analisar na amostra. Para
obter estes valores é feita uma reta de regresséo linear com amostras padréo de
concentracdes conhecidas sendo que a avaliagdo da linearidade se baseia no
coeficiente de correlacdo (r) da reta linear obtida (que devera ser o mais préximo de
1 possivel) e no aspeto gréafico. E necessario apresentar os célculos de outros
fatores como do desvio padréo residual, do declive e da ordenada na origem e
também os intervalos de confianga. O gréfico dos residuos é também importante de
ser visualizado, sendo que o esperado € a observagdo de pontos dispersos pelo

grafico sem qualquer tipo de tendéncia 32.

= Gama de trabalho — A gama de trabalho ou range constitui o intervalo entre as
concentracdes de analito no qual podemos encontrar a nossa amostra, intervalo
este para o qual se deve verificar um nivel de linearidade, precisdo e exatidao

adequado 36,

= Robustez — Consiste na capacidade de o método analitico manter os resultados

mesmo com variacdes deliberadas nos seus parametros 36,

I[1l. Métodos cromatograficos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC do inglés High Performance Liquid
Chromatography) constitui uma técnica cromatografica utilizada em diversas areas, tanto académicas

como industriais, para separar, identificar e quantificar determinados compostos numa mistura 3.

Um sistema de HPLC é composto por varios componentes (Figura 8) 37
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= Uma fase mdvel que consiste numa mistura de solventes com diferentes
polaridades que irdo levar o analito a analisar pela fase estacionaria;

» Bombas de solvente que permitem a existéncia de um fluxo de fase moével pelo
equipamento;

» Uma fase estacionaria, presente na coluna de HPLC, que normalmente possui
particulas de silica que com a passagem da fase mével permite a separacéo dos
analitos baseando-se na sua polaridade relativa;

= Um detetor onde sera detetado o analito assim que este eluir na coluna de HPLC;

= Um sistema informatico onde irdo surgir os cromatogramas consoante a passagem

dos analitos pelo detetor.

Fase estacionaria

Cromatogramas
W
Fase Movel i Injetor de amostra
Bombas de solvente Detetor

Residuos

Figura 8 — Esquema do funcionamento de um equipamento de HPLC. A fase movel ira ser
bombeada por todo o equipamento até ser injetada a amostra. Em seguida o conjunto da fase mével e da
amostra sdo eluidas pela fase estacionéaria até chegar ao detetor onde a amostra é analisada resultando em
cromatogramas. A amostra e a fase mével sdo entdo armazenadas num depdésito de residuos que mais tarde
serdo descartados devidamente. (Retirado e adaptado de “Marks, D. J. & Smith, P. J. High Performance Liquid
Cromatography. British Journal of hospital medicine 75, (2014)").

Cada analito interage de forma diferente com a fase estacionéria, eluindo em tempos
diferentes e por isso sendo detetados em diferentes instantes pelo detetor. O tempo que ird demorar
um analito a eluir da coluna de HPLC ser& chamado de tempo de reteng@o e podera utilizar-se esse
tempo de retencao para distinguir diferentes analitos 7.

As colunas utilizadas podem ser de fase normal, as quais sdo constituidas por silica ndo
modificada na fase estacionaria, sendo esta percorrida por solventes na ordem de n&do polares para
polares. Desta forma, os analitos mais polares irdo ficar mais retidos na fase estacionaria sendo que
serd necessario um solvente mais polar para os desagregar da fase estacionaria, favorecendo assim
a eluicdo dos analitos ndo polares. Também podemos encontrar colunas de fase reversa que
possuem cadeias de 8-carbono e 18-carbono ligados & matriz de silica e solventes que irdo passar de
polares a ndo polares. E possivel observar que os compostos lipofilicos véo ficar mais retidos na

coluna de HPLC sendo que serdo precisos solventes nao polares para serem eluidos 7.
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5 Testes de dissolucgao

[N

A dissolucdo pode ser definida como um processo no qual uma substancia solida

[N

dissolvida num solvente para formar uma solucdo de medicamento solUvel, este processo

controlado pela afinidade entre o medicamento e o meio de dissolucéo 3.

Os ensaios de dissolucdo podem ser utilizados para o desenvolvimento de novos
medicamentos e para os testes de controlo de qualidade dos lotes ja produzidos 3. Contudo estes
ensaios demonstram uma elevada importancia para o desenvolvimento farmacéutico pois permitem
ao fabricante otimizar a biodisponibilidade do medicamento, ou seja, a quantidade ativa de
medicamento que é absorvido e chega a circulacdo sistémica 3. Quando as dissolucdes sao
utilizadas no controlo de qualidade de medicamentos normalmente séo realizadas com pontos (inicos
e o valor é representado por uma percentagem de ativo dissolvido hum dado intervalo de tempo.
Contudo, quando os testes de dissolugdo sdo utilizados para testes de bioequivaléncia, é feito um
perfil de dissolugdo que consiste na andlise de véarias amostras retiradas em diferentes tempos da
dissolucéo de forma a tracar uma reta que define o comportamento de cada principio ativo. Os perfis
resultantes da dissolugdo sdo comparados com o perfil de dissolucdo da referéncia e é assim

possivel retirar elagbes da biodisponibilidade do produto 3940,

Os ensaios de dissolugdo podem ser comparados entre si através de uma equagao
matematica, representada na Equacao 2, onde se obtém o fator de similaridade (f2). Quando existem
dois perfis idénticos temos um f2= 100. Quando existe em média uma diferenca de 10% entre os
perfis vamos obter um f2= 50. A FDA definiu que o intervalo de f2 entre 50-100 indicam similaridade
entre os perfis de dissolu¢do o que implica que existe semelhanca na performance in vivo dos dois

medicamentos 38:394142,

l 100
—1[R()) = T(®)]?
i G

Equacdo 2 - Fator de similaridade entre perfis de dissolugdo. Para a avaliacdo do fator de
similaridade é necessario considerar pelo menos trés pontos de dissolu¢édo (excluindo o zero), os pontos devem
ser iguais para ambos os medicamentos. Para o seu célculo, € necessario realizar ensaios de 12 copos para
cada medicamento e para 0 ensaio ser aceite o coeficiente de varia¢gdo néo deve ser superior a 20% no primeiro
tempo e 10% nos restantes. Legenda: n — NUmero de pontos de amostragem; t — Tempos de amostragem; Rt —
Percentagem de dissolugdo do medicamento de referéncia no tempo t; Tt — Percentagem do medicamento em teste no tempo
t. (Retirado de “European Medicines Agency. Guideline on the investigation of bioequivalence. http://www.ema.europa.eu
(2010)").

f2 =50 X log

Contudo quando falamos de medicamentos com uma libertagdo imediata do principio ativo
que conseguem alcancar 85% ou mais de taxa de dissolugdo em 15 minutos os perfis de dissolucao
sdo considerados semelhantes com os de referéncia (se estes também alcancarem 85% de taxa de
dissolugdo em 15 minutos) sendo que nestes casos ndo € necessario o calculo do f242.

Os ensaios de dissolucao séo entéo realizados de forma a garantir 38:

= A eficicia das férmulas farmacéuticas garantindo que uma certa quantidade de
medicamento € libertada a um tempo especifico quando administrada oralmente;
» A seguranga das formulas farmacéuticas assegurando que a quantidade de

medicamento dissolvido se mantém dentro dos limites de seguranca;
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» A qualidade do medicamento durante a validade avaliando os limites de
especificidade antes da data de validade;

= A ética dos procedimentos e uma diminuicdo dos custos de desenvolvimento
recorrendo a ensaios in-vitro e reduzindo o uso de testes in-vivo.

Para além dos ensaios de dissolucdo existem também as desagregacfes. A desagregacdo
pode ser definida como um processo no qual todos os residuos (exceto particulas pequenas de
revestimento) sdo completamente desintegrados numa massa sem nucleo firme definido. Nestes
ensaios é contado o tempo durante o qual a forma farmacéutica sélida demora a desintegrar, contudo
isto ndo implica dissolugdo do principio ativo, apenas a separagédo dos diferentes componentes da
forma sélida 8.

Consoante a forma farmacéutica de estudo podem ser necessarios varios passos, como
representado na Figura 9, para se obter o principio ativo dissolvido.

B> Comprimidos Revestidos S Comprimidos W gﬁ ﬁ
— [ >
Dissolugéo Desintegracio W £ Granulos
K1 K2 /

Dissclucéo de 3
agregados K4 Desagregagio K3

4

Y 9 &
[Drug],q 8 P

Dissolugao API ¢ -
Farmaco Soluvel KS Particulas API

Dissolugéo do
comprimido

PRI

Figura 9 — Representagdo dos passos que podem existir aquando da dissolu¢cdo de um medicamento
solido. Cada passo de dissolugcdo esta associado a uma constante (k) e consoante as diferentes classes de
medicamentos estes vao necessitar de um dado nimero de passos para se obter o principio ativo dissolvido no
meio de dissolucéo (Retirado e adaptado de “Zaborenko, N. et al. First-Principles and Empirical Approaches to Predicting In

Vitro Dissolution for Pharmaceutical Formulation and Process Development and for Product Release Testing. AAPS Journal 21,
(2019)".

Ao sabermos o comportamento de dissolugdo dos medicamentos ao longo do tempo
conseguimos classificar os medicamentos segundo o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
(BCS) “%. O BCS classifica os medicamentos tendo em conta 3 grandes fatores, a dissolucéo, a
solubilidade e a permeabilidade intestinal, que definem a taxa e extensdo da absorcdo do
medicamento 4044,

Existem 4 categorias diferentes no BCS, tal como € visivel a Figura 10 38394445,

» Classe | — Medicamentos altamente solUveis e permeaveis, apresentando uma taxa
de biodisponibilidade muito elevada e contendo uma taxa de absor¢cdo mais elevada
gue a taxa de excrecéo;

= Classe Il - Medicamentos com elevada permeabilidade e baixa solubilidade, sendo
a solubilidade o fator limitante para a biodisponibilidade;

» Classe Il - Medicamentos altamente solUveis com baixa permeabilidade, os quais

a absorcao esta limitada pela taxa de permeabilidade;
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= Classe IV — Medicamentos com baixa permeabilidade e solubilidade, demonstrando
uma biodisponibilidade bastante baixa.

Para efeitos desta classificacdo assume-se que, um medicamento é considerado altamente
solavel quando, na sua concentracdo mais elevada, é solivel em menos de 250 mL ao longo de uma
gama de pH de 1 a 7,5. De acordo com a FDA, se uma percentagem igual ou superior a 85% do
medicamento se dissolver em menos de 900 mL num intervalo de tempo de 30 minutos, é aceite
como altamente soltvel. E um medicamento é considerado altamente permeavel quando a taxa de

absorcdo é maior que 90% 3844,

I 1 I 1 2
Classe | , Classe | ]
Q
I Hevada Solubilidade : I Baixa Solubilidade :
I Bevada Permeabilidade : I Hevada Permeabilidade : &
\ \ g
FEsssosss SIooooool g
: Classe llI | I Classe IV \l g
: Elevada Solubilidade | l Baixa Solubilidade | o
Baixa Permeabilidade I I Baixa Permeabilidade S
\ _h l o
- - - - - - - -_—ee e e s e e =
Elevada Solubilidade Baixa

Figura 10 — Esquema do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica. Divisdo das 4 classes do BCS
segundo os critérios de classificagdo de cada. Os critérios de classificagdo sdo delineados e aprovados pelas
entidades competentes tornando-se aplicaveis a qualquer pais permitindo assim uma classificagdo universal dos
medicamentos. (Retirado e adaptado de “U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration &
Center for Drug Evaluation and Research. Waiver of In Vivo Bioavailability and Bioequivalence Studies for Immediate-Release
Solid Oral Dosage Forms Based on a Biopharmaceutics Classification System - Guidance for industry. (2017)).

Devido a sua elevada solubilidade e moderada permeabilidade a linagliptina considera-se

um medicamento de classe Il segundo a classificagdo do BCS 46.

l. Fundamentos da dissolucéao

As formas farmacéuticas sélidas estaveis comegaram a ser produzidas a partir dos anos 30,
mas a tecnologia necessaria para os ensaios de dissolu¢do e desagregacao so ficou disponivel 20
anos depois. Em 1967 a United States Pharmacopeia (USP) adicionou a dissolu¢do como um
procedimento de teste oficial para a validagao dos métodos 4.

As primeiras experiéncias de dissolucdo aconteceram em 1897, ano em que Noyes e
Whitney publicaram o primeiro artigo relacionado com a dissolucdo de dois compostos, o acido
benzéico e cloreto de chumbo. Os autores repararam que a taxa de dissolugdo € proporcional a
diferenca da concentracdo instantanea, C no tempo t, e a saturacdo de solubilidade Cs, como

podemos ver na Equacgéo 347,
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dC—KC C
T =KG -0

Equacédo 3 — Formulagdo matematica de Noyes e Whitney. Férmula matematica que relaciona a taxa
de dissolucdo com a variacdo da concentracdo dos compostos. Legenda: C — Concentracdo Instanténea; t —
Tempo; Cs— Concentragdo a saturacéo; K — Constante.

O préximo desenvolvimento no processo de dissolucao foi implementado por Erich Brunner
e Stanislaus von Tolloczko em 1900. Estas novas experiéncias vieram demonstrar que existem mais
fatores que influenciam a taxa de dissolucéo, fatores esses como a superficie exposta, as rotacdes, a
temperatura, a estrutura da superficie e o aparelho de dissolugcdo em si. Tendo isto em conta, 0s
cientistas propuseram um outro modelo matematico baseado no anterior e representado na Equacao
447,
dc

2= S(C = 0)

Equacédo 4 — Formulagdo matemética de Brunner e Tolloczko. Férmula matemética que relaciona a
taxa de dissolucdo com a variagdo da concentracdo dos compostos tendo em conta a area da superficie.
Legenda: C — Concentracéo Instantanea; t — Tempo; Cs — Concentracéo a saturacio; K1 — Constante; S — Area
da superficie.

Apéds estas descobertas, Brunner continuou a investigar a area e, juntamente com Nernst
gue na altura era professor e fundador do instituto onde Brunner trabalhava, chegaram a equacgéo de
Nernst-Brunner em 1904 apresentada na Equacdo 5. A equacdo de Nernst-Brunner permite
relacionar também o coeficiente de difusdo, a espessura da camada de difusdo e o volume do meio

de dissolucéo .

dC DS o
dt_Vh(S )

Equacéo 5 — Equacdo de Nernst-Brunner. Férmula matematica que relaciona a taxa de dissolucdo
com a variacdo da concentracdo dos compostos tendo em conta a area da superficie, o coeficiente de difusao, a
espessura da camada de difusdo e o volume do meio de dissolucédo. Legenda: C — Concentracao Instantanea; t —
Tempo; Cs — Concentragéo a saturacio; S — Area da superficie; D — Coeficiente de difusdo; h — Espessura da
camada de difusdo; V — Volume do meio de dissolugéo.

Em 1931 houve novos desenvolvimentos com a participacdo de Hixon e Crowell que
propuseram um modelo que relaciona a massa inicial da forma farmacéutica e aquela que fica por
dissolver no final do ensaio em funcdo do tempo, este modelo ficou conhecido como a Lei da raiz

cubica (Equacdao 6) 4.

18



Linagliptina comprimidos — Desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos

3SIW, — VW = K,t

Equacdo 6 — Lei da raiz cubica. Férmula matematica que relaciona a massa inicial da forma
farmacéutica e aquela que fica por dissolver no final do ensaio em funcdo do tempo. Legenda: Wo — Peso inicial;
W — Peso restante; K2 — Constante; t — Tempo

A relacao entre a dissolucdo e a biodisponibilidade néo se tornou clara até 1951, ano em
que Edwards verificou que se o processo de absorcdo do medicamento do trato gastrointestinal for
rapida, entdo a taxa de dissolucdo do medicamento pode ser o passo que controla o aparecimento do
medicamento na corrente sanguinea. Contudo este conceito s6 foi explicito com Nelson em 1957
quando este relacionou diretamente a concentracdo de medicamento no sangue com as taxas de
dissolucgédo in vitro. Em 1963 e 1964 estes conceitos permitiram explicar a falta de efeitos terapéuticos
de alguns medicamentos sendo que, apos a realizacdo dos ensaios de dissolugéo, verificou-se que
estes apresentavam grandes intervalos de tempo para se obter uma desagregacdo e dissolucao
completas. Em 1968, Martin reportou uma diferenca significativa entre as taxas de dissolu¢éo de duas
formulagBes diferentes do mesmo principio ativo, apresentando estas uma diferenca maior do que
20% e como hoje sabemos, demonstra que os medicamentos ndo eram bioequivalentes entre si. Nos
anos 70 iniciou-se oficialmente o uso dos testes de dissolugdo nas indistrias farmacéuticas

permitindo um controlo e desenvolvimento de medicamentos muito mais rigorosos ’.

. O método da dissolucéo

Para a realizacdo dos ensaios de dissolucdo é necessario construir um método de
dissolugdo robusto e eficaz. Este método deve incluir fatores essenciais como: o tipo de aparelho de
dissolugdo, o meio de dissolucdo e as condi¢des de dissolucao.

Segundo a USP, para a realizagdo dos ensaios de dissolu¢éo existem sete equipamentos
diferentes, ilustrados na Figura 11. Entre estes os mais utilizados em rotina pelas empresas
farmacéuticas sdo o 1 e o 2 pois abrangem uma maior gama de produtos como é percetivel na
Tabela 4. Acoplado aos dissolutores pode existir um doseador que ira fazer a recolha automatica das
amostras aos tempos pedidos pelo utilizador. Apds a recolha das amostras estas sdo habitualmente
analisadas por espetrofotometria (UV) e/ou por HPLC obtendo-se a quantidade de principio ativo
libertado de cada amostra, ou seja, a quantidade de medicamento dissolvido no intervalo de tempo

estabelecido 38394849,
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Figura 11 — Representacdo esquematica dos diferentes tipos de dissolutores identificados pela
United States Pharmacopeia (USP). O aparelho 1 e 2 sdo os mais utilizados em ambiente industrial devido a
larga escala de formas farmacéuticas que estes conseguem dissolver. (Retirado e adaptado do website
“antech.ie/dissolution-testes-8000/" consultado a 01 de Abril de 2021).
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Tabela 4 — Listagem dos diferentes aparelhos de dissolugdo e das suas principais categorias.
Entre os 7 aparelhos descritos na tabela o aparelho 1 e o aparelho 2 sdo os que permitem ensaios em formas
farmacéuticas mais dispares. (Baseado no artigo “Bozal-Palabiyik, B., Uslu, B., Ozkan, Y. & Ozkan, S. A. In-Vitro Drug
Dissolution Studies in Medicinal Compounds. Current Medicinal Chemistry 25, 40204036 (2018)” e nos livros “Remington. The
science and practice of pharmacy.” e “ Umesh V. Banakar. Pharmaceutical Dissolution Testing. (1991).”).

Aparelho
1

Aparelho
2

Aparelho
3

Aparelho
4

Aparelho
5

Aparelho
6

Aparelho
7

Caracteristicas

Cestos giratérios inseridos num copo de
dissolugcdo com intervalo de rotacdes entre

50-120rpm. A temperatura é mantida a 37°C.

Pés giratdrias inseridas num copo de
dissolucéo, com intervalo de rotagbes entre

25-50rpm. A temperatura € mantida a 37°C.

Tubos cilindricos agitados por movimentos
verticais dentro de tubos exteriores com

intervalo de rotagbes entre 6-35rpm.

Reservatério com um sistema de bombas
para o meio de dissolu¢éo, o medicamento é
dissolvido devido ao fluxo de meio a entrar

no reservatorio

Sistema com pas e um disco de a¢o onde se
coloca a amostra. Com intervalo de rotacdes
entre 25-50rpm e uma temperatura a 32° C

para mimetizar a temperatura da pele in-vivo

Cilindro rotativo onde é colocada a
amostra

Sistema vertical com copos volumétricos

calibrados e mergulhados num banho a 32°C

Formas farmacéuticas possiveis de

dissolver

Comprimidos tradicionais, comprimidos
mastigaveis e comprimidos de libertacao

prolongada.

Comprimidos de desagregacao oral,
comprimidos dispersaveis, medicamentos

de libertacdo prolongada e suspensoées

Comprimidos dispersaveis e

medicamentos de libertacdo prolongada.

Supositérios, capsulas moles,
semissodlidos, pés, granulados,

microparticulas e implantes.

Adesivos transmembranares

Adesivos transmembranares

Medicamentos de libertacdo prolongada
(sem desagregacao oral e

transmembranares)

A escolha do equipamento de dissolugdo € importante pois as caracteristicas do

equipamento vao influenciar os resultados dos testes de dissolugdo 3. Nos ensaios realizados para

esta tese foi utilizado um aparelho do tipo 2 com pas giratorias como € possivel visualizar na Figura

12.
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Figura 12 — Dissolutor Distek da empresa Sofarimex. O dissolutor utilizado nos ensaios desta tese é
um dissolutor de pas que tem acoplado um doseador o qual facilita a extragdo das amostras nos diferentes
tempos.

Para além do aparelho de dissolucéo, outro fator importante para o método da dissolugado é
0 meio de dissolugdo. O meio de dissolugdo permite mimetizar o ambiente do nosso corpo, imitando
os liquidos do trato gastrointestinal onde os medicamentos serdo dissolvidos e absorvidos. Para os
meios serem representativos das condicdes fisioldgicas séo realizados meios com os diferentes pHs
dos 6rgdos por onde sera previsivel que o medicamento seja dissolvido 39%0. Na Tabela 5 pode-se

observar os valores de pH utilizados nos ensaios de dissolugdo e o 6rgdo ao qual coincidem.

Tabela 5 — Valores médios de pHs em humanos nos diferentes 6rgdos do trato gastrointestinal
e 0s respetivos reagentes utilizados nos ensaios de dissolugdo. (Baseado no artigo “Horter, D. & Dressman, J.
B. Influence of physicochemical properties on dissolution of drugs q in the gastrointestinal tract. Advanced Drug Delivery
Reviews vol. 46 www.elsevier.com/locate/drugdeliv (2001)”).

Orgéo pH Reagente utilizado
Estdmago | 1,3-4,9 Acido Cloridrico 0.1N (pH 1,2)
Duodeno @ 5,4-6,5 Tampao acetato (pH 4,5)
Jejuno 5,2-6,6 Tampao fosfato de potéssio (pH 6,8)
ileo 7,4-7,5 | Acetato de sédio e &cido acético Glacial (pH 7,5)

[1. Fatores interferentes na dissolucéo

A libertacdo do principio ativo pelas formas farmacéuticas ird depender, na sua grande
maioria, dos excipientes utilizados na formulacdo dos medicamentos, contudo existem outros fatores

que podem influenciar a taxa de dissolucéo.
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i. Propriedade fisico-quimicas

Entre as propriedades fisico-quimicas podemos destacar algumas como:
= A solubilidade — Esta define-se como a quantidade da substancia que se dissolve
num dado volume de solvente perante condi¢cdes controladas. Nos ensaios de
dissolucéo a solubilidade acaba por ser um dos principais fatores interferentes visto
gue a percentagem de principio ativo dissolvido sera proporcional a solubilidade do
medicamento. A solubilidade depende de caracteristicas como a lipofilicidade ou as
interacdes intermoleculares dos compostos dos medicamentos. A solubilidade ira
depender do pH do meio de dissolucéo e do Ka do principio ativo sendo que para
avaliar o efeito do pH na ionizacdo do medicamento podemos recorrer a equagao

de Henderson-Hasselback demonstrada na Equagéo 7 45:50-52,

pH = pKa + logm
[4]

Equacdo 7 — Equacédo de Henderson-Hasselback. Legenda: A — Acido; A" - Forma ionizada do &cido.
(Retirado do livro “Peck, T. E. & Hiil, S. Pharmacology for Anaesthesia and Intensive Care. (Cambridge Medicine, 2007)").

» O tamanho das particulas — Como verificado nas equag¢fes que fundamentam o
método da dissolucéo a area da superficie da amostra leva a alteracdes na sua taxa
de dissolugéo, sendo que, quanto menor a area de superficie da amostra maior sera
a velocidade de dissolugdo desta. E devido a esta relagdo inversamente
proporcional que técnicas como a granulacdo das misturas permitem alterar a

velocidade da dissolucdo dos principios ativos 47:51-53,

= A estrutura do medicamento — A alteracdo da estrutura dos medicamentos, ou
polimorfismos, vai levar a uma alteracao de algumas das suas propriedades como o
ponto de fusdo, a densidade, estabilidade, solubilidade e a velocidade de
dissolugdo. O conhecimento dos polimorfismos do medicamento em estudo €

importante para se assegurar a eficacia e seguranga do mesmo 59-52,

ii.  Formulacdo da forma farmacéutica

Consoante a formulacdo farmacéutica e a forma farmacéutica escolhida para o
medicamento, a taxa de dissolugédo ird ser alterada. A forma farmacéutica escolhida vai ter efeito no
namero de passos necessarios para a desagregacao e dissolucdo do medicamento sendo que estes
processos podem englobar uma série de passos como € visivel na Figura 9, quanto menor for o
numero de passos necessarios para a dissolucdo da substancia ativa mais rapida sera a taxa de

dissolucéo e consequentemente a biodisponibilidade do produto tal como é percetivel na Tabela 6 54.

23



Linagliptina comprimidos — Desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos

Tabela 6 — Relagao entre a biodisponibilidade e as formas farmacéuticas. Consoante o namero
de passos necessdrios para se alcangar o principio ativo dissolvido no meio, a taxa de dissolucdo e a
biodisponibilidade também s&o alteradas. (Baseado no livro “Chereson, R. Bioavailability, Bioequivalence, and Drug
Selection. in Basic Pharmacokinetics (1996)").

Biodisponibilidade Elevada Solucdes
Suspensfes
Céapsulas
Comprimidos
Comprimidos revestidos

Biodisponibilidade Baixa Formulas de libertagéo controlada

A formulacdo farmacéutica serd entdo o grande fator interferente na dissolugdo pois a
escolha dos excipientes pode alterar por completo a taxa de dissolu¢cdo de cada medicamento.

Os excipientes sdo essenciais em qualquer forma farmacéutica pois estes permitem a
administracdo adequada, facilitam o processo de fabrico, aumentam a estabilidade da forma
farmacéutica e permitem criar uma forma estética para a futura identificagdo do medicamento. Os
excipientes em teoria deveriam ser inertes, contudo sabe-se que estes interagem com o principio
ativo e por isso sdo fatores que interferem na dissolucdo dos medicamentos. Os excipientes

conseguem interagir com o principio ativo através de diferentes mecanismos como 34-56;

= A complexacdo, onde o0s excipientes complexam com o principio ativo formando
complexos que podem tanto dificultar a dissolugdo do medicamento, pois este tem
de se libertar do complexo para ser dissolvido e absorvido, como também podem
aumentar a biodisponibilidade quando usados em principios ativo pouco

lipossoliveis 53;

» A adsorcdo, onde os principios ativos se ligam com 0s excipientes e assim

aumentam a sua area de superficie 55;

= A disperséo sdélida, que consiste na dispersdo de substancias ativas por meio de
um transportador, esta também pode ser designada por co-precipitagdo. A
disperséo solida pode ser utilizada tanto para facilitar como retardar a solubilidade

dos medicamentos, consoante o transportador 55:57;

» As interagBes quimicas, que podem ou ndo ser desejaveis, mas podem exercer

grandes consequéncias na dissolucdo dos medicamentos 5.
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iili. Aparelhos de dissolucdo e processamento do ensaio

O tipo de aparelho e o método utilizado vao influenciar a dissolugdo dos medicamentos.
Parametros como a agitacdo das amostras, a composicdo, a temperatura, o volume e a evaporacao
do meio de dissolucdo vdo estar todos relacionados com os resultados obtidos para a taxa de
dissolucdo de um dando medicamento 395258,

= O meio de dissolugao vai influenciar a dissolugdo através dos diferentes pH que
tentam mimetizar as nossas condicges fisiol6gicas 51. Como vimos anteriormente na
equacao de Henderson-Hasselback, o pH do meio vai influenciar a solubilidade dos

medicamentos e consequentemente a sua taxa de dissolucéo.

= As condi¢Bes do ensaio sdo também definidas para que seja possivel transpor os
resultados in vitro para in vivo. Contudo quando existe um aumento da temperatura
ou da agitacdo do meio ird existir também um aumento da taxa de dissolucdo do

medicamento 39424558

6 Objetivos do trabalho

Os objetivos deste trabalho come¢am pelo desenvolvimento de um método robusto que
permita analisar o0 nosso medicamento obtendo-se um pico de ativo claramente identificado, separado
de outros componentes, com um tempo de retengdo razoavel (fora do volume morto da coluna, mas

que permita tempos de corridas curtos) e que apresente simetria numa concentragéo adequada.

z

ApOs alcancarmos 0 primeiro objetivo € necessario validar esse método de forma a
comprovar que este é especifico, linear, exato, preciso e que as nossas amostras permanecem
estaveis. Para a validacdo do método serdo seguidas a norma interna de analise (fornecida pela

empresa) onde constam os critérios que devem ser cumpridos para o método ser validado.

Como objetivo final, propde-se a analise de lotes galénicos através de ensaios de
dissolucdo de forma a estudar-se o comportamento do nosso medicamento genérico. A finalidade
desta andlise passa pela compreensdo do perfil de solubilidade do medicamento de forma a
compara-lo com o perfil do medicamento de referéncia. Se os resultados se demonstrarem positivos
podemos alcancar o objetivo final do trabalho que passa pela comprovacdo da bioequivaléncia entre

0 medicamento genérico e 0 medicamento de referéncia.
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Metodologia experimental

1 Desenvolvimento do método analitico

Para o desenvolvimento do método analitico, nomeadamente para a identificacéo,
doseamento e dissolucdo da linagliptina foi necessario recorrer a uma revisdo bibliografica onde
varios artigos foram revistos de forma a assegurar um método capaz de identificar o principio ativo
com as caracteristicas cromatograficas adequadas.

O objetivo principal baseava-se em obter métodos com:

= Um pico claramente separado de forma a identificar inequivocamente o principio
ativo;

= Um tempo de retencéo do ativo aproximadamente aos 4 minutos, de forma a evitar
o volume morto da coluna e a interferéncia do acido cloridrico que seria mais tarde
utilizado nas diluicbes (com picos por volta dos 1,8 minutos, cromatogramas no
anexo 1);

= Uma linha de base curta, para que a detecdo do principio ativo seja rapida e este
néo fique retido na coluna;

= Um pico simétrico;

= Condicdes cromatogréaficas simples, tendo em vista a reprodutibilidade do método
em qualquer lugar;

= Uma concentragdo de principio ativo adequada, permitindo que a correspondéncia

do padrdo e da amostra seja possivel.

l. Materiais

i. Reagentes

Para a validagdo do método analitico utilizou-se:
= Acetonitrilo Carlo Erba
= Metanol Carlo Erba
= Fosfato de potassio monobasico (KH2POa4)
= Acido Cloridrico fumante 37% (w/v)
= Agua Milli-Q
= Acido Fosforico 85% (w/v)
= Acido férmico
Para a fase mével, o tampéo fosfato 20 mmol/L com pH 3 utilizou-se KH2PO4 em agua milli-
Q e o pH foi aferido com Acido Fosférico 85% (w/v). Como meio de dissolugdo utilizou-se acido
cloridrico (HCI) 0,1N pH1,2 preparado com &cido cloridrico fumante 37%. A agua milli-Q foi obtida do

equipamento ELGA labwater classic.
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ii. Instrumentos

Utilizou-se um equipamento de ultrassons para ajudar na dissolucdo das amostras, uma
balanga Mettler Toledo para pesar as amostras e uma balanga Mettler AT200 para pesar 0s
reagentes. Para analisar as amostras utilizou-se um equipamento de HPLC/UPLC Waters Acquity
Ultra Performance LC.

iili. Amostras e padrdes

Para o ensaio do doseamento, utilizou-se uma solucao stock de 20 mg de linagliptina em 20
mL de solvente (semelhante a fase movel). Diluiu-se a solugdo stock a varias concentracfes
adequadas para o desenvolvimento do método. As amostras foram feitas a partir do medicamento de
referéncia (Trajenta). Pesou-se em média 183 mg de p6 (obtido por trituragdo dos comprimidos) para
50 mL de solvente. Em seguida, parte da amostra foi filtrada com filtros 0.45 pm PVDF. Diluiu-se 2
mL da solucéo filtrada para 20 mL de solvente.

No ensaio de dissolugdo, a solugédo padréo foi produzida a partir de uma solugéo stock de
linagliptina de 28 mg para 50 mL de HCI, diluindo-se em seguida 1 mL dessa solug&o para 100 mL.
Para as amostras, utilizaram-se 6 comprimidos da marca de referéncia e estes foram dissolvidos em
HCI.

. Métodos e resultados

Tendo por base o artigo “A Validated RP-HPLC Method for the Determination of Linagliptin”
de Badugu, L. R. (2012), a estratégia inicial teve como objetivo experimentar as condi¢des
cromatograficas da Tabela 7, contudo a coluna apresenta um comprimento diferente da coluna

utilizada no artigo devido ao stock existente no laboratério.

Tabela 7 — Condi¢cBes cromatograficas iniciais. * - O comprimento da coluna descrito na tabela
corresponde ao utilizado no ensaio sendo que o comprimento da coluna do artigo era de 250mm (Baseado no
artigo “A Validated RP-HPLC Method for the Determination of Linagliptin” de Badugu, L. R. (2012)").

Coluna Zorbax C18 (150mm * x 4.6mm, 5um)
Fase movel Metanol:Agua (83:17 v/v)

Fluxo 1.0 mL/min
Comprimento de onda 241 nm

Tempo de corrida 15 minutos

Temperatura Ambiente

Volume de injecéo 10ul

Solvente Metanol
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Analisou-se uma solucdo padrdo com concentracdo de 0.1 mg/mL Obteve-se um
cromatograma com o pico da linagliptina, contudo 0 mesmo apresenta um tempo de retencdo no
limiar do volume morto, indicando um tempo de corrida demasiado pequeno. O pico apresentava
ainda uma linha de base demasiado grande e uma area elevada comprovando que a concentragao
de principio ativo era muito elevada. (Cromatograma no anexo 2)

De forma a combater estes problemas, alterou-se a composi¢édo da fase mével aumentando
lentamente a concentracdo da fase aquosa, alterou-se ainda o volume de injecdo e o tempo de
corrida. Modificou-se também o comprimento de onda apoés se ter realizado um varrimento em HPLC
entre os intervalos de comprimento de onda de 210nm-440nm e verificou-se que o pico mais definido

aparecia aos 225 nm. As condic¢des finais apds as alteracdes foram registadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Primeira alteragdo das condi¢c8es cromatograficas. Utilizou-se mais dgua de forma a
atrasar a saida do pico chegado a concentracéo de 60% de fase aquosa.

Coluna Zorbax C18 (150mm x 4.6mm, 5um)
Fase mével Metanol:Agua ( 40:60 v/v)
Fluxo 1.0 mL/min
Comprimento de onda 225 nm
Tempo de corrida 15 minutos
Temperatura Ambiente
Volume de injecéo 10ul
Solvente Metanol

Ao colocar uma menor concentragdo de solvente orgénico na fase movel obteve-se um
cromatograma com uma linha de base mais estreita, mas ainda assim, o tempo de corrida revelou-se
demasiado curto. (Cromatograma no anexo 3).

Apéds a obtencdo dos cromatogramas, constatou-se a necessidade de retardar a saida do
pico, diminuir a sua linha de base assim como a concentracdo da amostra. Para alcancar estes
objetivos promoveu-se um aumento da temperatura de forma a diminuir a linha de base e diminuiu-se
o volume de injecé@o para que a area do pico se torne menor. Para além disto o fluxo foi alterado para
0,8 mL/min de forma a aumentar o tempo de retencdo da linagliptina. Como alternativa para diminuir
a area do pico da linagliptina, diluiu-se a amostra para uma concentracdo de 0.05 mg/mL. As

condigdes resultantes das alteragdes provocadas sédo visiveis na Tabela 9.
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Tabela 9 — Segunda alteragcédo das condi¢gdes cromatograficas. Aumento da temperatura, diminuicdo
do volume de injec&o e diminuicao do fluxo de forma a se alcancar as condi¢des pretendidas.

Coluna Zorbax C18 (150mm x 4.6mm, 5um)
Fase movel Metanol:Agua ( 40:60 v/v)
Fluxo 0.8 mL/min
Comprimento de onda 225 nm
Tempo de corrida 15 minutos
Temperatura 30°C
Volume de injecéo 3l
Solvente Metanol

O pico obtido apresentava baixa simetria e a diminuicdo do fluxo com uma menor
concentracao de organico na fase mével retardou em demasia a saida do pico (anexo 4).

Devido as dificuldades encontradas, decidiu-se testar uma nova fase movel baseada em
informacdes retiradas do artigo “A Validated HPLC Method for the Determination of Linagliptin in Rat
Plasma” de Hanafy, A.(2016), e esta encontra-se descrita na Tabela 10, tal como outras alteracdes
realizadas apés a analise dos cromatogramas obtidos até a altura 9.

Tabela 10 — Terceira alteracdo das condi¢des cromatogréficas. Alteracao da fase movel.

Coluna Zorbax C18 (150mm x 4.6mm, 5pm)
Fase movel Metanol: Acido Férmico 0.1% (70:30 v/v)
Fluxo 0.5 mL/min
Comprimento de onda 225 nm
Tempo de corrida 10 minutos
Temperatura 30°C
Volume de injecéo 5ul
Solvente Metanol

Com a nova fase movel observou-se um retardamento na saida do pico da linagliptina em
comparacdo com a fase mével anterior. Obteve-se também um pico mais simétrico, mas com uma
concentracdo muito elevada. Apesar de o pico obtido estar de acordo com a maioria dos objetivos
(anexo 5), foi ainda testado um outro método dado que o fluxo de 0.5 mL/min é demasiado baixo para
ser utilizado, de uma forma geral, em todos os HPLC.

Foi entdo testada uma nova fase mdvel com informag8es retiradas do artigo “Development
and validation of a RP-HPLC method for quantitative analysis of linagliptin in bulk and dosage forms”
de Rajbangshi, J. C. (2018), tal como descrita na Tabela 11 ©°,
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Tabela 11 — Quarta alteracdo das condi¢g8es cromatograficas. Alteragcao da fase movel.

Coluna Zorbax C18 (150mm x 4.6mm, 5pm)
Fase movel Metanol: Tampéao Fosfato 20mmol pH 3
(50:50 v/v)
Fluxo 0.8 mL/min
Comprimento de onda 225 nm
Tempo de corrida 10 minutos
Temperatura Ambiente
Volume de injecéao 5ul
Solvente Metanol

Obteve-se um pico simétrico, a uma boa concentracdo e com um fluxo razoavel para a
utilizacdo deste método em vérios equipamentos de HPLC (cromatograma no anexo 6). Contudo a
fase orgéanica utilizada, o metanol, pode tornar-se agressiva para as colunas ao longo tempo, tendo
em conta este facto alterou-se a fase organica para acetonitrilo, como demonstrado na Tabela 12, de
forma a preservar a coluna. Fez-se ainda uma altera¢do no solvente para que este fique nas mesmas
proporcdes que a fase mével. Apds experimentar o0 método em equipamentos diferentes, foi ainda
necessario colocar uma temperatura de 40°C de forma a uniformizar os resultados num espetro

grande de equipamentos, criando assim um método robusto.

Tabela 12 — Condi¢cBes cromatogréficas finais. Alteracdo da fase organica e da temperatura.
Referéncia ao volume de inje¢do utilizado para o ensaio de dissolugéo.

Coluna Zorbax C18 (150mm x 4.6mm, 5pm)
Acetonitrilo: Tampao Fosfato 20mmol
Fase movel
pH3 (25:75 viv)
Fluxo 1 mL/min
Comprimento de onda 225 nm
Tempo de corrida 10 minutos
Temperatura 40°C
Doseamento 5ul
Volume de injecéo
Dissolugéo 10ul
Solvente Acetonitrilo: Agua (25:75 v/v)

Os resultados obtidos foram favoraveis dado que o pico se apresenta bem definido, com

uma boa simetria, um tempo de retencao excelente e uma boa concentragéo.
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Utilizando as condi¢cBes cromatograficas descritas na Tabela 12 obteve-se o cromatograma

da linagliptina pura a concentracdo de 0.01 mg/mL visivel na Figura 13.
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Figura 13 — Cromatograma da Linagliptina. O composto (C = 0.01 mg/mL) apresenta um tempo de
retengdo de 4.647 minutos e uma simetria de 1.06.

Ao aplicar-se este método de doseamento a amostras do produto de referéncia obtiveram-
se resultados positivos, sendo que numa média de 2 amostras o amount foi de 99.298% (intervalo de
aceitabilidade- 95%-105%).

Utilizando o mesmo método cromatografico do doseamento para a dissolugdo apenas foi
necessario alterar-se o volume de injecao que, devido a diminuigdo da concentragdo das amostras,
necessita de passar a 10pul tal como mencionado na Tabela 12.

Para o ensaio de dissolucéo utilizou-se as condi¢6es de dissolugéo presentes na Tabela 13.

Tabela 13 — Condi¢des de dissolucéo. As condi¢des foram escolhidas através das condigdes mais
usuais nas dissolugdes.

Sistema Pas
Temperatura 37 +/- 0.5°C
Volume 900 mL
rpm 50
Volume retirado 10 mL sem reposicéo
Tempos 5min; 10min; 15min; 20min; 30min
Filtros Canula 1 pm

Foram obtidos resultados favoraveis para o método de dissolucdo como demonstrado na
Tabela 14.
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Tabela 14 — Resultados do método de dissolugcdo para 2 amostras de comprimidos de
referéncia. Os resultados demonstram que, tal como pretendido, existe uma dissolugao superior a 85% nos
primeiros 15 minutos. Apenas foram utilizados dois tempos pois tratava-se de um ensaio de desenvolvimento
para averiguar a taxa de dissolu¢do do medicamento de referéncia.

Tempo
15 Minutos | 30 Minutos
Amostra 1 97.48% 104.23%
Amostra 2 99.23% 101.69%
Amostra 3 101.89% 104.83%
Amostra 4 98.63% 102.87%

Amostra 5 100.87% 103.36%

% Dissolvida

Amostra 6 99.27% 103.32%

Média 99.56% 103.38%

2 Validacdo do método da dissolugéo
l. Materiais

i. Reagentes

Para a validagdo do método analitico utilizou-se:
= Acetonitrilo Carlo Erba
= Fosfato de potdssio monobasico (KH2POa4)
= Acido Cloridrico fumante 37% (w/v)
= Agua Milli-Q
= Acido Fosférico 85% (w/v)
= Hidréxido de Sédio em pastilhas
= Acetato de sodio trihidratado
= Acido acético glacial
Para a fase movel realizou-se uma solucao de tampéo fosfato de potassio a 20 mmol/L com
pH 3,0, utilizou-se KH2POs em agua milli-Q e o pH foi aferido com Acido Fosférico 85% (w/v).
Aquando da realizacdo dos ensaios de dissolugdo, foram utilizados trés meios de dissolucéo
diferentes:
= Acido Cloridrico 0,1N pH 1,2 — Preparado com &cido cloridrico fumante 37%;
» Tampao pH 4,5 — Preparado com acetado sodio trihidratado e acido acético glacial;

= Tampao pH 6,8 — Preparado com KH2PO4 e hidroxido de sédio em pastilhas.
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ii. Instrumentos

Utilizou-se uma balanca Mettler AT200 para pesar os reagentes e uma balanca Mettler
Toledo para pesar as amostras e padrdes, um equipamento de ultrassons ultrasonic cleaner VWR
para ajudar na dissolucdo e um equipamento de HPLC Waters Acquity Ultra Performance LC para
analisar as amostras. Para a realizacao das dissoluc@es utilizou-se um dissolutor Distek Dissolution
System 2500 acoplado com um doseador Eclipse 5300. Para filtrar as amostras no doseador foram

utilizados filtros de canula de 1um. A agua milli-Q foi obtida do equipamento ELGA labwater classic.

l. Parametros de validacdo de métodos e resultados
i. Especificidade

Para a validacdo de um método analitico € necesséario demonstrar que este consegue
analisar o principio ativo sem interferéncia de outros compostos em solugdo como € o caso do
solvente e do placebo. De forma a aferir a auséncia de interferentes no mesmo tempo de retencdo do
principio ativo realiza-se o0 ensaio de especificidade onde sdo comparados e analisados os

cromatogramas do solvente, do placebo e da amostra.

A especificidade do método analitico foi comprovada realizando-se um ensaio de dissolu¢ao
com seis copos e trés meios de dissolucéo diferentes (Acido cloridrico 0,AN pH 1,2, Tamp&o pH 4,5,
Tampéo pH 6,8) sendo cada 2 copos preenchidos pelos diferentes meios de dissolucdo. Em cada um
dos meios, foi designado um copo para o placebo e um copo para o granulado dos comprimidos em
teste, tal como é explicado na Figura 14. Foi ainda efetuado um padréo de trabalho para cada meio
de dissolucéo a partir de uma solucéo stock para a qual se pesou 28 mg de linagliptina para 50 mL de
solvente (C= 0.56 mg/mL). O padréo de trabalho resultou de uma diluicdo de 1 mL da solucdo stock
para 100 mL de cada meio de dissolugdo e ird permitir confirmar a identificacdo da linagliptina na

amostra através do seu tempo de retencao.

OO

\_/ \_/

Figura 14 — Esquema da distribuicdo das amostras e do placebo pelos diferentes copos do
aparelho de dissolucdo. Cada cor representa um meio de dissolugdo diferente sendo que existe uma amostra
(granulado da formulagcao dos comprimidos produzidos) e um placebo em cada meio de dissolugdo. Legenda:
Azul — Acido cloridrico 0,1N pH 1,2; Verde — Tampéao pH 4,5; Vermelho — Tampé&o pH 6,8.

Para o ensaio de dissolucao utilizou-se as condicfes definidas na Tabela 13 e retiraram-se
10 mL aos 15 minutos. As amostras retiradas foram filtradas por filtros PVDF 0.45um, estas foram
analisadas por HPLC, seguindo o método da Tabela 12.0btiveram-se cromatogramas sem qualquer
interferéncia do placebo ou do meio de dissolu¢&o no pico da linagliptina tal como podemos observar

no conjunto das Figuras 15,16 e 17.
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Figura 15 — Cromatogramas referentes ao ensaio de especificidade do método da dissolugao em

HCI. A) Cromatograma do solvente (HCI) que ndo apresenta quaisquer interferentes no tempo de retengdo do
pico da linagliptina. B) Cromatograma referente a solugcdo padrdo com o pico da linagliptina identificado. C)
Cromatograma da solucao placebo em HCI, no cromatograma nao se visualiza qualquer interferente no tempo de
retencao da linagliptina. D) Cromatograma da solugdo com o granulado dos comprimidos genéricos produzidos,
constituidos pelo placebo e pelo principio ativo, com o pico da linagliptina identificado.
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Figura 16 — Cromatogramas referentes ao ensaio de especificidade do método da dissolugédo em
Tampéo pH 4,5. A) Cromatograma do solvente (Tampao pH 4,5) que ndo apresenta quaisquer interferentes no
tempo de retencdo do pico da linagliptina. B) Cromatograma referente a solucdo padrdo com o pico da
linagliptina identificado. C) Cromatograma da solu¢do placebo em tampdo pH 4,5, no cromatograma nédo se
visualiza qualquer interferente no tempo de retencdo da linagliptina. D) Cromatograma da solugdo com o
granulado dos comprimidos genéricos produzidos, constituidos pelo placebo e pelo principio ativo, com o pico da
linagliptina identificado.
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Figura 17 — Cromatogramas referentes ao ensaio de especificidade do método da dissolu¢do em
Tampéo pH 6,8. A) Cromatograma do solvente (Tampao pH 6,8) que ndo apresenta quaisquer interferentes no
tempo de retencdo do pico da linagliptina. B) Cromatograma referente a solu¢cdo padrdo com o pico da
linagliptina identificado. C) Cromatograma da solu¢do placebo em tampdo pH 6,8, no cromatograma nado se
visualiza qualquer interferente no tempo de retencdo da linagliptina. D) Cromatograma da solugdo com o
granulado dos comprimidos genéricos produzidos, constituidos pelo placebo e pelo principio ativo, com o pico da
linagliptina identificado.
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ii. Linearidade

Para aferir a linearidade do método de dissolugéo é necessario preparar pelo menos cinco
amostras com diferentes concentracfes (40%, 60%, 80%, 100% e 120% da concentracdo de
trabalho). Os critérios de aceitacdo baseiam-se num coeficiente de correlacdo ( r ) = 0.99, no aspeto
gréfico da reta de regressdo e numa distribuicio aleatéria no grafico dos residuos. E também
necessario fazer uma contra verificacdo com o padréo de trabalho que devera estar entre o intervalo
de 98,0% - 102,0%.

Para a solucdo stock pesou-se 28 mg de linagliptina para 50 mL de solvente (C= 0.56
mg/mL). A partir da solucdo stock foram realizadas 5 amostras nas concentracées necessarias (C1=
0.00224 mg/mL / C2= 0.0036 mg/mL / C3= 0.00448 mg/mL / C4= 0.0056 mg/mL / C5= 0.00672
mg/mL) e ainda um padréo de trabalho (C= 0.0056 mg/mL), o volume nas 5 amostras e no padréo de
trabalho foram aferidos com o meio de dissolugédo de trabalho, HCI 0,1N pH1,2.

Apéds a andlise das amostras por HPLC seguindo as condi¢des descritas na Tabela 12,
obteve-se um gréfico linear, como podemos ver na Figura 18, com um r=0.9987, a interce¢éo da reta
com o eixo inclui 0 0, o gréfico dos residuos apresenta pontos aleatorios, representado na Figura 19,

e existe contra verificagdo do padréo a 100,01%.

Representacéo da linearidade das amostras

500000 - - y=69752x-25972

400000 - R*=1
m
2 300000 -
g_ ¢ Resposta
o 200000 -
o

100000 - Previsto(a) Resposta

0 T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 Linear (Previsto(a) Resposta )
Conc. (pug/ml)

Figura 18 — Relagdo da resposta das amostras de linearidade com a concentracdo das amostras.
A reta apresentada demonstra uma tendéncia linear com um r muito préximo de 1.

Representacao grafica dos residuos
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Figura 19 — Representacdo gréfica dos residuos. A aleatoriedade dos residuos indica que os
resultados sao fiaveis.
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iii. Exatidao

O ensaio da exatidao para validagdo do método da dissolugdo exige a preparacédo de 3
solugBes a 50%, 100% e 150% da concentragdo de trabalho. Cada uma das amostras é preparada
em triplicado e apds a analise das mesmas, as suas areas sdo comparadas com as areas do padrao
realizado a mesma concentracéo de trabalho 100%. No caso da exatiddo os critérios de aceitacédo
centram-se no fator de recuperacéo que tera de se encontrar no intervalo de 95%-105%. O fator de
recuperacao é calculado tendo em conta os resultados das amostras e do padrdo segundo a equacao
1.

Comecou por se preparar uma solucdo padréo stock pesando-se 28 mg de linagliptina para
50 mL de solvente. A solugdo stock foi diluida de 1 mL para 100 mL de meio de dissolucdo de
trabalho, HCI 0,1N pH1,2 ( C = 0,5 mg/mL).

Para as diferentes amostras realizou-se 3 solug¢des stock:

= Solugdo Stock 50% - pesou-se 12,5 mg de linagliptina para 50 mL de solvente (C=
0,25 mg/mL);

= Solucdo Stock 100% - pesou-se 25 mg de linagliptina para 50 mL de solvente (C=
0,5 mg/mL);

= Solugdo Stock 150% - pesou-se 37,5 mg de linagliptina para 50 mL de solvente (C=
0,75 mg/mL);

Para a realizacdo do ensaio de dissolucido foram utilizadas as condi¢cdes de dissolucéo
descritas na Tabela 13. Em cada copo foi colocado 890 mL de HCI 0,1N pH1,2 e quando o meio
atingiu as condi¢cbes de dissolugcéo foi colocado em cada copo cerca de 175 mg de placebo, o
equivalente a composicao dos comprimidos em teste, e em cada 3 copos acrescentou-se 10 mL de
cada solucdo stock nas diferentes concentragbes resultando em 3 copos diferentes de cada
concentracdo de trabalho.

A analise das amostras foi realizada por HPLC segundo as condi¢cdes da Tabela 12 e os

resultados encontram-se descritos na Figura 20.
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A) Dados Relatives ao Padrao

B) Dados Relatives &8 Amostra

RESPOSTAS DO PADRAO:

Identificagdo: Linagtiptina Descrigdo: | Linagltpina R1 422521 422521 422521
Lote n®: AFNH009359 Lote n®|AFNH009358 R2| 423374 423374 423374
R3| 427832 422532 422532
Peso (mg): 28145 Fator de diluigéo: 4500 MEDIA:| 42294233 42794233 427942 33
Teor do padrio: 0.991008 Teor da amostra: 0.991008 CW:(%): 0.10 0.10 0.10
Fator de diluigéo: 5000 so:| 42141 42141 42141
C (mug/ml): 558
RESPOSTAS DAS AMOSTRAS A 50%: RESPOSTAS DAS AMOSTRAS A 100%:
Identm'ca;;a"o:| Linaglitpina | Linaglitpina | Linaglitpina | Identm'ca;;a"o:| Linaglitpina | Linaglitpina | Linaglitpina |
Pad(mg)| 12547 | 12847 | 12547 | Pad(mg)| 25428 | 25478 | 25473 |
R1 210269 212430 213378 R1 426314 430327 434414
R2| 209833 212294 212537 R2| 427032 429441 434110
R3| 209787 212442 212813 R3| 428832 429851 434275
MEDIA:|  209963.00 21238867 | 212909.33 MEDIA:|  426826.00 429876.33 434266.33
OV (%) 0.13 0.04 0.20 OV (%) 0.05 0.10 0.04
SD: 266.00 8220 42870 sD:| 20027 443.20 152.19
prec:|  12st | 22 | 1e7s | pPrec:| 2558 | 2575 [ zemd |
Reci%):[ 10022 | 10138 | 1063 | Reci%):| 10053 [ 10125 [ 10228 |
MEDIA (%): 101.08 MEDIA (%): 101.35
s.0. 0.75 s.0. 0.88
RSD (%): 0.74 RSD (%): 0.87
RESPOSTAS DAS AMOSTRAS A 150%:
Identificagdo: Linaglitpina | Linagltpina | Linaglitpina |
Pad (mg) | 37671 | arern | arem1 |
R 533353 533419 625031
R2 633715 532885 525433
R3 533583 533330 526897
MEDIA:|  £33550.33 63322467 | B25727.00
CV{%): 0.03 0.05 0.16
sD: 183.20 311.82 982.08
Prec: | 37.94 | srsz | 3748
Rec(%): | 100.72 [ 10067 | 9949 |
MEDIA (%): 100.30
s.0. 0.70
RSD (%): 0.70

Figura 20 — Resultados do ensaio de exatidao para a validdo do método da dissolucédo. Os
resultados indicam que o método é exato pois todas as recuperacdes encontram-se dentro do intervalo de

aceitagdo (95%-105%).

iv. Precisao

Para aferir o parametro da precisédo € necessario realizar 6 amostras a concentragcao de

trabalho (C=5.6 pg/mL) e analisar as 6 amostras contra uma solu¢do padrdo. De forma a garantir a

precisdo é necessério obter um fator de resposta da solu¢do padrdo entre 98%-102% contra uma

solucao de padrao de verificagdo e um RSD entre amostras menor ou igual a 5%.

Para a solucdo stock de padrédo pesou-se 28 mg de linagliptina para 50 mL de solvente. A

solucao padrao foi realizada através de uma diluicdo de 1 mL da solugéo stock de padréo para 100

mL de HCI, tal como a solucao padrao de verificagcdo.
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Para o ensaio de dissolucdo foram utilizadas as condicBes de dissolucdo descritas na
Tabela 13, contudo o tempo de recolha foi apenas aos 15 minutos. Em cada copo foi colocado um
comprimido genérico revestido de linagliptina do lote 900349_7 produzido pela empresa.

Ap6s a recolha das amostras, estas foram analisadas em comparacdo com a solucao
padrdo por HPLC segundo as condi¢cBes da Tabela 12. Obteve-se um fator de resposta da solucdo
padrdo com a solucéo padrdo de verificagdo de 101%. As amostras apresentaram um teor entre
100,66% e 103,11%, resultando numa média de 101,86% e um RSD de 1,20. Os resultados
encontram-se descritos na Tabela 15.

Tabela 15 — Resultados do ensaio de precisdo para a validagdo do método da dissolugdo. Os
resultados indicam que o método é preciso pois 0 RSD encontra-se dentro do intervalo de aceitacéo (£ 5%).

Al A2 A3 A4 A5 A6 | Média (%) RSD (%)

Teor (%) | 100,84 | 103,03 | 102,77 | 100,66 | 100,76 | 103,11 101,86 1,20

v. Precisdo Intermédia

A precisao intermédia é um parametro que permite avaliar a reprodutibilidade dos resultados
guando afetada por mdltiplas alteragbes como a mudanca de analista, mudancga de equipamento e
dias diferentes.

Para a realizagdo da precisdo intermédia utilizou-se exatamente 0 mesmo procedimento
utilizado para a precisao, contudo esta foi realizada por uma analista diferente cerca de um més apés
a primeira avaliacdo da precisdo e num equipamento diferente de HPLC. A preparacdo das amostras
e dos padrées manteve-se exatamente igual.

De forma a validar este parametro € necessario obter um fator de resposta da solugao
padréo entre 98%-102% e € necessario um RSD entre amostras menor ou igual a 5% e um RSD
entre as diferentes precisées menor ou igual a 5%. Na andlise da precisédo intermédia obteve-se uma
adequabilidade dos padrdes de 102%. As amostras apresentaram um teor entre 101,81% e 105,57%,
resultando numa média de 103,43% e um RSD de 1,26, tal como representado na Tabela 16.

Tabela 16 — Resultados do ensaio de preciséo realizado por uma analista diferente. Os resultados
indicam que o método é preciso pois 0 RSD encontra-se dentro do intervalo de aceitagéo. (< 5%).

Al A2 A3 Ad A5 A6 | Média (%) RSD (%)

Teor (%) | 103,99 | 103,51 | 103,30 | 101,81 | 105,57 | 102,42 103,43 1,26
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Ap6s a comparacdo entre as duas precises obteve-se um RSD de 1,42% o que se

encontra dentro do intervalo de aceitacdo (< 5%) e que permite validar este parametro.

vi. Estabilidade

O parametro da estabilidade para a validacdo do método da dissolugéo implica a realizagao
de amostras em todos os meios de trabalho e dos respetivos padrées. As amostras sdo injetadas em
determinados intervalos de tempo e os resultados sdo comparados com as primeiras injecfes no
tempo TO. O desvio entre as injecBes das amostras nos tempos determinados n&o pode ser superior
a 2% tal como o desvio entre as injecdes em tempos diferentes de padrdo. Para assegurar a
estabilidade do padrdo é também realizado um padrdo de controlo as 24h do ensaio sendo que o
fator de resposta entre ambos ter4 de se encontrar no intervalo de 97%-103%. A validacdo do
pardmetro da estabilidade depende do desvio absoluto da respostas entre amostras nos diferentes
tempos de andlise com os valores originais, sendo que este tera de ser igual ou inferior a 2% em
mddulo, tanto para amostras como para o padrdo. O desvio é calculado utilizando a média do teor de
linagliptina das amostras originais e a média do teor de linagliptina das amostras nos diferentes
tempos, tal como demonstrado na Equacéo 8.

D(%) = @ X 100

Equacdo 8 — Equacdo do desvio absoluto da reposta entre amostras. Legenda: D — Desvio
absoluto; Cf — Concentragéo do ativo num dado tempo; Ci — Concentragao inicial do ativo em TO.

Para avaliar a estabilidade das amostras realizou-se um ensaio de dissolucdo com seis
copos e trés meios de dissolucéo diferentes ( Acido cloridrico 0,1N pH 1,2, Tamp&o pH 4,5, Tamp&o
pH 6,8) sendo cada 2 copos preenchidos pelos diferentes meios de dissolugdo. Em cada um dos
meios foi colocado um comprimido revestido genérico de linagliptina (Lote 900349 7). Foi realizado
um padrao de trabalho para cada meio de dissolucdo a partir de uma solugéo stock para a qual se
pesou 28 mg de linagliptina para 50 mL de solvente (C= 0.56 mg/mL). O padrédo de trabalho resultou
de uma diluicdo de 1 mL da solugdo stock para 100 mL de cada meio de dissolugdo. Utilizando o
mesmo método realizou-se um padrdo de controlo para cada meio com uma solucéo stock diferente
de forma a avaliar a adequabilidade do padrao no tempo TO.

Para o ensaio de dissolucdo utilizou-se as condi¢cfes definidas na Tabela 13 e retiraram-se
10 mL de amostra de cada copo aos 15 minutos. As amostras retiradas foram filtradas por filtros de
canula 1 pum e analisadas por HPLC seguindo o método da Tabela 12.

As amostras foram analisadas as Oh do ensaio (T0), passado 6h do inicio do ensaio (T6),
12h (T12), 18h (T18) e 24h (T24). Foi calculada a percentagem de linagliptina em cada amostra e a
média das areas dos padrdes, os resultados foram compilados nas Tabelas 17 e 18 para o meio de
acido cloridrico 0,1N pH 1,2, nas Tabelas 19 e 20 para o meio tampéo pH 4,5 e nas Tabelas 21 e 22

para 0 meio tampdo pH 6,8. Todos os desvios calculados encontraram-se dentro do intervalo
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pretendido tal como a adequabilidade do padréo de controlo das 24h que obteve um fator de resposta

de 100% para o0 meio de HCIl e tamp&o pH 6,8 e 97% para o meio de tampao pH 4,5.

Tabela 17 — Resultados do ensaio de estabilidade das amostras em HCI. Os resultados indicam que
as amostras sdo estaveis pois o0 desvio absoluto encontra-se dentro do intervalo de aceitacdo. (< 2%).

Estabilidade das Amostras em HCI

Oh 6h 12h 18h 24h
Amostra 1 (%) 107,59 108,05 107,94 108,43 107,95
Amostra 2 (%) 105,86 106,29 106,33 106,88 106,54
Média (%) 106,73 107,17 107,14 107,66 107,25
Desvio Padrao (%) 1,22 1,24 1,14 1,10 1,00
|Desvio absoluto|(%) - 0,42 0,38 0,87 0,49

Tabela 18 — Resultados do ensaio de estabilidade do padrdo em HCI. Os resultados indicam que o

padréo é estavel pois o desvio absoluto encontra-se dentro do intervalo de aceitagdo. (< 2%).

Estabilidade do Padrao em HCI

Oh 6h 12h 18h 24h
Média (%) 440992 | 438530,8 | 439347,6 | 438623,6 | 439124,6
|Desvio absoluto|(%) - 0,56 0,37 0,54 0,42

Tabela 19 — Resultados do ensaio de estabilidade das amostras em Tampéao pH 4,5. Os resultados
indicam gque as amostras séo estaveis pois o desvio absoluto encontra-se dentro do intervalo de aceitagdo. (<

2%).

Estabilidade das Amostras em Tampéao pH 4,5

Oh 6h 12h 18h 24h
Amostra 1 (%) 100,51 101,27 101,18 101,70 101,50
Amostra 2 (%) 104,32 104,94 104,90 105,35 105,17
Média (%) 102,42 103,11 103,04 103,53 103,34
Desvio Padréo (%) 2,69 2,60 2,63 2,58 2,60
|Desvio absoluto|(%) - 0,67 0,61 1,08 0,90
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Tabela 20 — Resultados do ensaio de estabilidade do padrdao em Tampdao pH 4,5. Os resultados
indicam que o padrao é estavel pois o desvio absoluto encontra-se dentro do intervalo de aceitagdo. (< 2%).

Estabilidade do Padrdo em Tampéao pH 4,5

Oh 6h 12h 18h 24h
Média (%) 457271 | 454531 | 454458,2 | 453410,4 | 453200,2
|Desvio absoluto|(%) - 0,60 0,61 1,08 0,90

Tabela 21 — Resultados do ensaio de estabilidade das amostras em Tampé&o pH6,8. Os resultados
indicam gque as amostras séo estaveis pois o desvio absoluto encontra-se dentro do intervalo de aceitagdo. (<
2%).

Estabilidade das Amostras em Tampé&o pH 6,8

Oh 6h 12h 18h 24h
Amostra 1 (%) 101,89 103,32 102,97 103,26 103,18
Amostra 2 (%) 102,46 103,85 103,26 104,06 103,64
Média (%) 102,18 103,59 103,12 106,66 103,41
Desvio Padréo (%) 0,40 0,37 0,21 0,57 0,33
|Desvio absoluto|(%) - 1,38 0,92 1,45 1,21

Tabela 22 — Resultados do ensaio de estabilidade do padrdo em Tampé&o pH 6,8. Os resultados
indicam que o padrao é estavel pois 0 desvio absoluto encontra-se dentro do intervalo de aceitagdo. (< 2%).

Estabilidade do Padrdo em Tampao pH 6,8

Oh 6h 12h 18h 24h
Média (%) 453932,6 | 448154,2 | 450137,8 | 448944,2 | 449319,8
|Desvio absoluto|(%) - 1,27 0,84 1,10 1,02
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3 Perfis de Dissolucéao

Sendo a linagliptina um medicamento pertencente a classe Ill do BSC, o objetivo é obter
uma taxa de dissolugdo superior a 85% aos 15 minutos de dissolu¢do de forma a evitar a realizacdo
dos ensaios de BD/BE (Biodisponibilidade e Bioequivaléncia). Ao obter uma taxa de dissolucao
superior a 85% aos 15 minutos de dissolucdo é desnecessario obter um f2 superior a 50 entre 0s
perfis do medicamento genérico e os perfis do medicamento de referéncia, indicando que a diferenca
entre ambos € inferior a 10%. Para considerar correto o ensaio de dissolucdo é necessario que o
RSD entre amostras para cada tempo seja igual ou inferior a 20% no primeiro tempo e igual ou
inferior a 10% nos restantes tempos para além de uma verificagcdo da solucdo padrdo com um fator
de resposta entre 98%-102%.

l. Materiais e Métodos

i. Reagentes e Instrumentos

Para os perfis de dissolugéo utilizou-se:
= Acetonitrilo Carlo Erba
= Fosfato de potassio monobasico (KH2PQOa4)
= Acido Cloridrico fumante 37% (w/v)
= Agua Milli-Q
= Acido Fosférico 85% (w/v)
= Hidroxido de Sédio em pastilhas
= Acetato de sodio trihidratado
= Acido acético glacial
Para a fase movel realizou-se uma solucdo de tampéo fosfato de potassio a 20 mmol/L com
pH 3,0, utilizou-se KH2PO4 em agua milli-Q e o pH foi aferido com Acido Fosférico 85% (w/v). Para os
perfis de dissolucao foram utilizados trés meios de dissolugéo diferentes:
= Acido Cloridrico 0,1N pH 1,2 — Preparado com &cido cloridrico fumante 37%;
= Tampao pH 4,5 — Preparado com acetado sédio trihidratado e acido acético glacial,
» Tampao pH 6,8 — Preparado com KH2PO4 e hidroxido de sédio em pastilhas.

Utilizou-se uma balanca Mettler AT200 para pesar os reagentes e uma balanca Mettler
Toledo para pesar as amostras e padrées, um equipamento de ultrassons ultrasonic cleaner VWR
para ajudar na dissolucdo das amostras e um equipamento de HPLC Waters Acquity Ultra
Performance LC para analisar as amostras. Para a realizacdo das dissolu¢des utilizou-se um
dissolutor Distek Dissolution System 2500 acoplado com um doseador Eclipse 5300. Para filtrar as
amostras no doseador foram utilizados filtros de canula de 1 um. A agua milli-Q foi obtida do

equipamento ELGA labwater classic.
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ii. Métodos

Os perfis de dissolucdo foram realizados com o Ultimo lote do desenvolvimento galénico
(Lote 900349_7) e o medicamento de referéncia Trajenta (lote AA9490A). Para cada perfil de
referéncia foram utilizadas as condi¢cdes de dissolucdo descritas na Tabela 13 em cada meio de
dissolucéo: Acido Cloridrico 0.1N, tamp&o pH 4,5 e tamp&o pH 6,8.

De forma a averiguar a taxa de dissolucao realizou-se uma solucéo padréo para cada meio
de dissolucdo a partir de uma solucdo stock. Para a solucédo stock pesou-se 28 mg de linagliptina
para 50 mL de solvente, cada solucdo padrdo foi realizada através de uma diluicdo de 1 mL da
solucao stock para 100 mL de cada um dos meios de dissolucao. Foram pesados 6 comprimidos para
cada ensaio de dissolucdo e foi colocado um comprimido em cada copo de dissolu¢cdo sendo que
para o ensaio utilizou-se as condi¢des definidas na Tabela 13.

Apos a recolha das amostras nos diferentes tempos, estas foram analisadas tal como as

solucdes padréo correspondentes por HPLC segundo as condi¢cfes da Tabela 12.

. Resultados e Discussao

Obtiveram-se taxas de dissolu¢do superiores a 85% aos 15 minutos em todos os perfis,
tanto do medicamento genérico como do medicamento de referéncia. O RSD em alguns dos perfis de
dissolugéo ficou acima do valor de aceitacdo aos 5 minutos. Obteve-se ainda um fator de resposta
dos padrées dentro do intervalo pretendido para cada um dos perfis. Os resultados obtidos
encontram-se descritos nas Tabelas 23, 24 e 25 e nas Figuras 21, 22 e 23 para 0os comprimidos

genéricos e nas Tabelas 26, 27 e 28 e nas Figuras 24, 25 e 26 para os comprimidos de referéncia.
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Tabela 23 — Resultados do perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos de genéricos lote 900349_7 em
HCI. Os resultados indicam que aos 15 minutos a taxa de dissolucéo é superior a 85%.

Amostras 0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
Al 0 28,19 93,36 99,96 98,26 98,22
A2 0 39,95 95,99 99,31 98,70 98,75
A3 0 40,38 79,40 102,63 101,47 101,72
A4 0 38,93 90,48 97,09 97,16 97,69
A5 0 57,95 98,85 97,59 97,69 97,79
A6 0 26,07 57,71 98,72 104,69 104,95
Média Corrigida
38,58 85,97 99,22 99,66 99,85
(%)
RSD (%) 0 29,43 17,89 2,00 2,90 2,91
Perfil de Dissolucao - Lote 900349 7 - HCI
100,0 A I 3 3 3
80,0
. |
T
E 60,0
©
S 400 - }
a |
3 200
0:0 - T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 21 — Representacéo gréafica do perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos de genéricos lote
900349_7 em HCI.
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Tabela 24 — Resultados do perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos de genéricos lote 900349 _7 em
Tampao pH 4,5. Os resultados indicam que aos 15 minutos a taxa de dissolugéo é superior a 85%.

Amostras 0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
Al 0 70,30 101,39 101,52 102,11 102,35
A2 0 42,81 91,08 103,21 103,79 103,33
A3 0 36,71 70,79 104,50 105,02 105,46
A4 0 34,87 72,65 101,86 102,12 102,11
A5 0 35,74 67,15 102,11 103,41 103,73
A6 0 35,07 85,17 101,59 102,65 102,55
Média Corrigida
42,58 81,37 102,47 103,18 103,25
(%)
RSD (%) 0 32,63 16,48 1,14 1,09 1,20
Perfil de Dissolucao - Lote 900349 _7 - Tampao pH4,5
100,0 A
80,0 - I
E 60,0 -
S |
w
o 40,0 -
5 l
S 20,0 A
0:0 1 T T T T T

Tempo (min)

Figura 22 — Representacéo gréafica do perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos de genéricos lote
900349_7 em Tampédo pH 4,5.
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Tabela 25 — Resultados do perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos de genéricos lote 900349 _7 em
Tampao pH 6,8. Os resultados indicam que aos 15 minutos a taxa de dissolucéo é superior a 85%.

Amostras 0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
Al 0 41,94 101,68 102,74 103,15 102,96
A2 0 35,21 97,32 102,73 103,82 104,27
A3 0 42,66 98,62 104,42 105,06 105,11
A4 0 47,18 98,88 100,78 102,03 102,31
A5 0 44,77 96,75 105,59 105,40 106,27
A6 0 29,10 89,50 101,99 102,78 102,72
Média Corrigida
40,14 97,12 103,04 103,70 103,94
(%)
RSD (%) 0 16,78 4,23 1,67 1,27 1,49
Perfil de Dissolucao - Lote 900349 7 - Tampao pH6,8
100,0 1 T = - :
L
80,0 A
o
1y]
(&) .
E 60,0
(=]
® T
2 40,0 - 1
(]
= 20,0 4
0:0 A T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 23 — Representacédo grafica do perfil de dissolugdo dos comprimidos de genéricos lote
900349_7 em Tampé&o pH 6,8.
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Tabela 26 — Resultados do perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos de referéncia lote AA9490A em
HCI. Os resultados indicam que aos 15 minutos a taxa de dissolugéo é superior a 85%.

Amostras 0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
Al 0 39,98 73,77 100,17 101,04 101,27
A2 0 23,67 64,97 96,49 100,26 100,72
A3 0 38,91 71,64 99,39 100,57 100,85
A4 0 35,50 72,94 100,31 99,94 100,14
A5 0 40,72 77,10 99,35 100,25 100,39
A6 0 44,23 75,03 98,97 100,16 99,88
Média Corrigida
0 37,17 72,57 99,11 100,37 100,54
(%)
RSD (%) 0 19,34 5,74 1,40 0,38 0,51
Perfil de Dissolucao - Trajenta AA9490A - HCI
100,0 - 5
80,0 -
-
g :
E 60,0 -
2
@ 40,0 ~ T
(] L
20,0 -
0:0 ! T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 24 — Representacédo grafica do perfil de dissolucdo dos comprimidos de referéncia lote
AA9490A em HCI.
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Tabela 27 — Resultados do perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos de referéncia lote AA9490A em
Tampao pH 4,5. Os resultados indicam que aos 15 minutos a taxa de dissolugéo é superior a 85%.

Amostras 0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
Al 0 44,16 96,68 99,84 99,63 100,36
A2 0 43,04 96,81 100,58 100,72 101,03
A3 0 40,69 84,03 101,62 102,15 102,25
A4 0 37,43 79,50 101,62 101,55 101,68
A5 0 42,27 85,69 99,90 100,11 100,26
A6 0 40,69 84,95 98,86 99,42 99,67
Média Corrigida
%) 0 41,38 87,94 100,40 100,60 100,87
RSD (%) 0 5,70 8,13 1,09 1,08 0,96

Perfil de Dissolucao - Trajenta AA9490A - Tampao pH4,5

100,0 + > =

— —

80,0 -

60,0 -

I

40,0 -

Y% Dissolugao

20,0 -

0,0 -

Tempo (min)

Figura 25 — Representacéo gréfica do perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos de referéncia lote
AA9490A em Tampé&o pH 4,5.
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Tabela 28 — Resultados do perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos de referéncia lote AA9490A em
Tampao pH 6,8. Os resultados indicam que aos 15 minutos a taxa de dissolugao é superior a 85%.

Amostras 0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
Al 0 25,16 75,19 103,68 103,40 103,23
A2 0 32,79 93,14 101,84 102,02 101,83
A3 0 33,12 94,84 102,20 102,43 103,22
A4 0 33,72 90,23 101,76 102,16 102,20
A5 0 43,54 98,91 103,44 103,37 103,39
A6 0 31,94 88,39 102,71 103,46 103,87
Média Corrigida
33,38 90,12 102,60 102,80 102,96
(%)
RSD (%) 0 17,65 9,08 0,79 0,66 0,75
Perfil de Dissolucao - Trajenta AA9490A - Tampao pH6,8
100,0 A
' T
80,0 - 1
()
T
E 60,0 -
&
E 400 T T
= 1
S 20,0 -
0:0 - T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 26 — Representacédo grafica do perfil de dissolugcdo dos comprimidos de referéncia lote
AA9490A em Tampéo pH 6,8.
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Apesar de nao existir necessidade de comparacédo entre os perfis do medicamento genérico
e do medicamento de referéncia é possivel calcular o f2 apenas para verificar o grau de semelhanca
entre ambos. Utilizando a equagdo 2 obtiveram-se os valores de f2 descritos na Tabela 29 e na
Figura 27 encontra-se a comparacédo dos diferentes perfis de dissolucao.

Tabela 29 — Resultados do calculo do f2. Caso fosse necessario o calculo do f2, o medicamento
genérico seria semelhante ao medicamento de referéncia pois o f2 = 50%.
HCI

Lote 900349 7
Trajenta — Lote AA9490A 61

Tampéo pH 4,5
Lote 900349 7
Trajenta — Lote AA9490A 72
Tampado pH 6,8
Lote 900349 7
Trajenta — Lote AA9490A 67

Comparacao dos perfis de dissolucao em HCI

100 - :
80 - ==t Trajenta - HCI
60 -
40 - Lote 900349_7 - HCI
20 -
0 ¥ : . . .

0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
Tempo (min)

Figura 27 — Comparacgdo entre os perfis de dissolu¢cdo dos comprimidos de referéncia e os
comprimidos genéricos no meio de dissolugcdo HCI. Conseguimos visualizar que é mantida a mesma
tendéncia dentro do mesmo meio de dissolucao.
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Comparacao dos perfis de dissolu¢ao em tampao pH4,5

100

80

==dr==Trajenta - pH4,5

60

40 1 Lote 900349_7 - pH4,5

20 -

0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
Tempo (min)

Figura 28 — Comparagdo entre os perfis de dissolucdo dos comprimidos de referéncia e os
comprimidos genéricos no meio de dissolu¢cdo tampé&o pH4,5. Conseguimos visualizar que é mantida a
mesma tendéncia dentro do mesmo meio de dissolugao.

Comparacao dos perfis de dissolucao em tampao pH6,8

==f==Trajenta - pH6,8

40

Lote 900349_7 - pH6,8
20 +

0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
Tempo (min)

Figura 29 — Comparacado entre os perfis de dissolucdo dos comprimidos de referéncia e os
comprimidos genéricos no meio de dissolugdo tampdo pH6,8. Conseguimos visualizar que € mantida a
mesma tendéncia dentro do mesmo meio de dissolugao.
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Conclusoes e perspetivas futuras

A linagliptina é uma substancia da familia das gliptinas que permite um controlo da diabetes
tipo Il. Sendo esta doenca uma epidemia mundial e com tendéncia a aumentar ao longo dos anos, a
producdo de medicamentos que consigam controlar esta patologia, sejam eles genéricos ou néo,
tornam-se uma grande oportunidade de negdcio para as empresas farmacéuticas.

A producdo de medicamentos genéricos tem vindo a aumentar, sendo que estes ocupam
mais de metade de todos os medicamentos disponiveis no mercado. O desenvolvimento de genéricos
envolve varios passos que irdo culminar na demonstracéo da bioequivaléncia entre os medicamentos.
E necesséario existir o desenvolvimento de métodos capazes de analisar 0 nosso produto sem
interferéncias, obtendo-se resultados robustos, exatos e precisos para garantir que os resultados
obtidos sédo veridicos. Para validar os métodos criados sdo utilizados parametros aprovados pelas
entidades competentes com intervalos de aceitacdo regulados.

O inicio do desenvolvimento do método do doseamento e dissolu¢cdo baseou-se num artigo
onde foi testado um método cromatografico para a andlise da linagliptina, isto aconteceu devido a
falta de informacao deste principio ativo na farmacopeia europeia ou na USP. O artigo foi escolhido
de entre muitos outros por possuir um meétodo simples e por existir no laboratério uma coluna
semelhante a utilizada no artigo. Contudo acredita-se que foi a coluna a grande razéo pela qual o
método do artigo ndo funcionou. A coluna utilizada no artigo era uma coluna com 250 mm de
comprimento e a coluna que existia no laboratério tinha apenas 150 mm de comprimento. Esta
diferenca alterou completamente o comportamento do cromatograma resultante adiantando a saida
do pico pois a amostra tinha um menor caminho a percorrer até chegar ao detetor. Devido a saida
antecipada do pico, a primeira modificacdo executada foi a alteracdo da fase movel de modo a
colocar mais meio aquoso para atrasar o seu tempo de retencéo, isto foi feito pela premissa que uma
fase mével mais organica permite o aparecimento do sinal com um menor tempo de retencado. Foi
ainda necessério alterar a temperatura do forno para melhorar a simetria do pico, mas esta também
vai provocar uma eluicdo mais rgpida da substancia resultando num pico com um tempo de retencao
menor. Ajustou-se entdo o fluxo e a concentragdo da amostra, mas apenas se conseguiu alcancar o
resultado pretendido quando se alterou a fase mdvel. Ao trocar a 4gua por tampéo fosfato com ajuste
de pH conseguiu-se alcancgar os objetivos pretendidos. O método foi testado em varios equipamentos
gue forma a garantir resultados semelhantes em todos e desenvolver um método robusto.

As condigBes de dissolucao utilizadas foram baseadas nos métodos da farmacopeia
europeia para outros produtos semelhantes e como se obtiveram resultados positivos 0 método foi
validado sem quaisquer alteracdes. Para a realizacdo das solu¢des padréo a concentracao escolhida
foi semelhante a obtida quando diluimos um comprimido de linagliptina 5 mg, em 900 mL de meio de
dissolugdo pois essa seria a concentracao de trabalho. No final a validacdo do método da dissolucao
atingiu todos os objetivos propostos e cada critério ficou dentro dos valores de aceitacdo. O método

da dissolucdo encontra-se entéo validado e pronto para ser aplicado em rotina.
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ApoOs a andlise do lote galénico nos diferentes meios de dissolu¢@o obtiveram-se resultados
muito positivos. Com esses resultados foi possivel afirmar que o medicamento genérico produzido é
sugestivo de similaridade com o medicamento Trajenta, sendo necessario a realizagao de um ensaio
de dissolucdo de 12 copos para o comprovar. Em todos os perfis de dissolu¢éo obteve-se uma taxa
de dissolugdo superior a 85% aos 15 minutos o que, com o facto deste principio ativo pertencer a
classe Ill do BCS, sugere que nao sera necessaria a realizagdo de ensaios de biodisponibilidade e
bioequivaléncia em humanos pois considera-se que a rapida dissolucdo permitira que o medicamento
genérico ndo encontre problemas com seguranca ou eficAcia em comparagdo com o medicamento de
referéncia. Excluir este passo no desenvolvimento do medicamento genérico permite uma diminuicado
enorme de custos por parte da empresa e uma maior agilizacdo do processo de desenvolvimento.

Apesar dos resultados da taxa de dissolucdo irem de encontro ao esperado o valor do RSD
do primeiro tempo e segundo tempo ndo ficou dentro dos critérios de aceitacdo para os comprimidos
genéricos nos meios de dissolucdo HCl e Tampéao pH4,5. Visto que o RSD para os mesmos meios de
dissolugdo nos comprimidos de referéncia ficou dentro do intervalo de aceitacdo pode concluir-se que
0 RSD néo sera afetado pelos meios de dissolugdo. A razdo pelos valores de RSD fora do normal
podera ser devido ao processo de fabrico dos medicamentos genéricos. Na fase inicial, onde se
encontra agora o projeto, os comprimidos genéricos sdo produzidos em pequenas quantidades e sem
0 rigor que sera expetavel para a producdo do medicamento para o mercado. Isto pode levar a falta
de uniformidade da mistura dos comprimidos ou da espessura do revestimento aplicado o que
resultara em diferentes taxas de dissolucdo nos tempos iniciais, aumentando assim o RSD.

Prevé-se que com a exigéncia do processo de fabrico em fabrica, os comprimidos genéricos
adquiram um perfil mais uniforme regularizando o RSD, contudo isto seré testado nos primeiros lotes
produzidos. Caso se verifique que o0 RSD nado diminui com a uniformidade do processo de fabrico,
existe a possibilidade de retirar o tempo dos 5 minutos do ensaio da dissolu¢éo tornando o primeiro
tempo de recolha aos 10 minutos, ficando este com um intervalo de aceitacdo do RSD igual ou
inferior a 20%. Isto € possivel pois segundo as regula¢cdes em vigor no nosso pais, impostas pelo
INFARMED, apenas é necessario apresentar dois tempos de dissolucdo antes da dissolugdo
completa do medicamento, ou seja, aos 10 minutos e aos 15 minutos.

Concluindo, o objetivo inicialmente proposto foi alcancado pois foi desenvolvido um método
de dissolugéo capaz e robusto para analisar o produto em quest@o. Apos ser desenvolvido, 0 método
foi validado e verificou-se que os comprimidos genéricos cumprem as exigéncias pretendidas, sendo
altamente sollveis e semelhantes aos comprimidos de referéncia, podendo entdo seguir para o
préximo passo do processo.

Com os métodos validados e os comprimidos desenvolvidos, no futuro irdo ser fabricados 3
lotes dos comprimidos genéricos em fabrica, onde todos os procedimentos de GMP serdo cumpridos.
Esses 3 lotes serdo posteriormente analisados, garantindo que continuam dentro das especificacdes
exigidas e colocados em estabilidade onde vdo ser analisados passado 3 meses e periodicamente
apos esse tempo até chegar a validade que pretendemos atribuir ao produto. Todos os ensaios e

informacdes sobre o produto serdo reunidos e entregues a entidade reguladora para aprovacao e
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daqui a alguns anos sera possivel encontrar estes comprimidos genéricos de linagliptina na prateleira

de todas as farmacias.
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Anexos

Anexo 1 - Cromatograma do Acido Cloridrico 0,1N pH 1.2.

SOFARTMEX

Relatorio

Reported by User: Cristina Munes {cristinanunes)

Project Name: DY Linagliptina

S5AMPLE INFORMATION
sample Mame; HII Acquired By cristinanunes
sample Ty Uir kFigasn Date Acguired: Q1032021 1e:06 28 PM WET
wial: 1 Acg. Method Set: Das_Gab
Injection #; 1 Date Processed Q2 /0T 2021 08:31:36 AM WET
Injection Volume: 10,00 v Processing Method: Diss
Run Time E.0Mnutes Channel Mame; 2998 Ch1 225nm@1.2nm

Sample 5et Mame
Multiplier

EsplEs_0103202
1000430

Proc, Chinl, Descr
Curve Id

Coluna DID-054 (%2990)
SampleWaight 1.0000

Dilutien 1.0000

Sysdem Mame Gabi

2H9E Chl 225nmi@].2nm

0,107

i1, (43I

0. 080

0, 07

0. 060

1,050

AL

R e

1,030

0, D]

BT | Int Type | Peak Mars

4. &30

Missing | Unaglipsina
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Anexo 2 — Cromatograma com as condi¢des cromatograficas iniciais utilizadas no desenvolvimento
do método.

S_I'J.FA.E.I'MFI Relatério
NN LR Ford B TR A
Reported by User: Cristina Munes {cristinanunas) Project Mame: DIDY Linagliptina
SAMPFLE INFORMATION
Sample Mame: Amostra Linagliptina Acquirad By: cristinanunes
Sanmple Type: Unknosvn Cate uired: 12-11-2020 11:3%:16 WET
Vial: 1:4.2 Acg. Method Sat: Dios_Munes
Injection # 1 Cate Processad: 17-11-2020 055220 WET
Injection Volume: 10,00 ul Processing Method: Deos
Rum Time: 15,0 Minutes Chanmal Mame: FDA Chl 241 4. 8nm
Sanple Set Mame: Proc. Chnl. Descr:  pOW Chl 241 nmid. 8nm
Multiplier: 1. 00000 Curve |d: 1842
Coluna Sy stem MName Munes
SampleWeight 1, 0000
Dilution 1, 0000
0,05
III-III4III'_
A
| =
Q.020
] £
=
N | =
= 0.020] 2
I].D]El‘_
0,000 — g —— S
-“QqoorrT—TTrTrrg7rrrryrrrrrrrrrrrrr 1 rrr 1 [ 1T 1 [ T T 1T [T 11
a.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6,00 7.00 5,00

Minutas

RT Int Typa | Peak MWama Arga % Araa | Syrmmimetry Factor

—t

2,075 BE Linagliptina | 1424326 | 100,00 1.63
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Anexo 3 — Cromatograma com a primeira alteragdo das condi¢Ges cromatograficas utilizadas no
desenvolvimento do método.

SOFARIMEX Relatério

FEUE L A ned TR 5A

Reported by User: Cristina Nunes {cristinanunes) Project Mame: DID Linagliptina

SAMPLE INFOEMATION

Sample Name: Amestra Linagliptina Acquired By: cristinanunes
Sanple Typs: Unkncwen Cate uired: 12-11-2020 11:52:27 WET
Vial: 142 Acg. Method Sat: Dios_Munes
Injection 2 Cate Processead: 17-11-2020 05755 WET
Injection Volwme: 10,00 ul Processing Method: Dos
Rumn Time: 10,0 Minutes Channel Name: FDA Ch1 241 4. Bnjm
Sample Set Mame: Froc. Chnl. Desar: POA Ch 241 nmi4.8nm
Multiplier: 1, 0000 Curve |d: 1847
Cioduna Sy ztem Mame Munes
SampleWeight 1,0000
Cilution 1, 0000
Q.20
- 3
0.1 5‘_ by
] 2
.10 E‘
- )
-
Z 0.05]
a.00
| &
-0.057
—u_]l:lIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII

a.00 0,50 1.00 1,50 2,00 2,50 3.00 3,50 4.00 4,50 5.00 5,50

Minutas

RT Int Typa | Paak Mama BAraa % Araa | Syrmmetry Factor

—t

1,295 BE Linagliptina | 14453135 | 100,00 1.15
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Anexo 4 — Cromatograma com a segunda alteragdo das condigGes cromatograficas utilizadas no
desenvolvimento do método.

SOFARIMEX

BTN GG A TR TA

Relatério

Reported by User: Cristina Munes {cristinanunes) Project Mame: DIDY Linagliptina

SAMPLE INFORMATION

Sample Mame: Amostra Linagliptina diluida Acquired By: cristinanunes
Sample Typs: Unknown Cate uirad: 12-11-2020 14:42:16 WET
Vial: 1:43 Acg. Method Sat- Dios_Munes
Imjection 1 Date Processad: 17-11-2020 10:05:1 3 WET
Imjection Volume: 3,00 ul Processing Method:  Dos
P Tirne: 10,0 Minutes Chianmal Mame: FDA Ch1 225nmee4. 8nm
Sample St Mame: Froc Chal. Descr: poA Chl 225nmi4. 8nm
Multiplier: 1. 00000 Curve Id: 1861
Coluna Sy stem Mame Munes
Sample\Weight 1, 0000
Cilution 1, 0000
0,100
0,000]
0,080]
0070
] =
- =
0,060 i
 g.05 E
= ] =
I:I-III-1-I:I': =
] 3
0,020 7
0.0207
00107 i
] M"'
0.000—— - ——x —
-0 a1 |:I- T T T [ T T T 1T T T T [ T T T 1T T T T T T T T T T
0.00 1,00 2,00 3.00 4,00 5,00 &,00
Minutes

RT |Int Typs| Peak Mama Araa % Araa | Symmmatry Factor

=
(L]
E
e
(X
=]
m

Linagliptina | 12085368 | 100,00 2,70
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Anexo 5 — Cromatograma com a terceira alteragdo das condigdes cromatograficas utilizadas no

desenvolvimento do método.

SOFARIMEX

BTN S A TR SA

Relatorio

Reported by User: Cristina Munes {cristinanunes)

Project Mame: DID Linagliptina

SAMPLE INFORMATIORN
Sample Mame: Amostra Linagliptina diluida Acquired By: cristinanunes
Sanple Typs: Unknowen Cate uired: 13-11-2020 11:059:31 WET
Vial: 1:A3 Acg. Method 5et: Dios_Munes
Injection & 11 Cate Processad: 17-11-2020 10:12:1.2 WET
Injection Volume: 5,00 ul Processing Method: Dos
Fun Timne: 15,0 Minutes Chianinal Mame: PD& Chl 225nmee4. 8nm
sample St Mame: Proc. Chnl. Descr: pOA Ch] 225nmie4. 8nm
Multiplier: 1. 000 Curve Id: 1871
Coduna Sy stem Mame Munas
SampleWeight 1, 0000
Cilution 10000
0,60
0,50 ]
- m
] |
_ ra
0,40+ I
] E
] =
] 2
Z 0,307 -
0,20
III.'I'.'?‘_
I:I'l:':_ T T 1 T I T T T T | 1 T 1 T T T 1 I T 1 T 1 T 1 -..I | T T T
0,00 @,50 1.00 1,50 2,00 2,50 2,00
Minutaz
BT Int Typa | Paak Mama Araa % Araa | Symimetry Factor
12,633 BE Linagliptina | 4255124 | 100,00 1.21
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Anexo 6 — Cromatograma com a quarta alteragao das condigGes cromatograficas utilizadas no

desenvolvimento do método.

SOFARIMEX

Ly T L T L iy

Relatorio

Reported by User: Cristina Nunes {cristinanunes)

Praject Mame: DID' Linagliptina

SAMPLE INFOREMATION
Sample Name: Amostra Lina dilu tampao 50_50 Acquired By: cristinanunes
Sample Typs: Unkncwn Cate uired: 13-11-2020 14:35:58WET
Vial: 1:A3 Acg. Method Sat: Dios_Nunes
Injection & 26 Date Processed: 17-11-2020 10:16:25 WET
Imjection Vol wme: 5060l Processing Method: Dos
P Time: 15,0 Minutes Channel Name: PDA Chl 225nmié4.3nm
Sample Set Mame: Proc. Chnl. Descr: pOA Ch1 225nmi4.8nm
Multiplier: 1. 0000 Curve Id: 1878
Coluna Sy atem Marme Munes
SampleWeight 1, 0000
Dilution 1, 0000
0,60
III,S-I?'_
0,40+ i
=] z
Z 0.30] £
[
-
] 3
0,20
III,'I-I?'_
I:l":':?- T T T T | T T T T | T T T | T T T | — I. T T T lll T .I .I T | T T T T | T |
0,00 1,00 2,00 2,00 4,00 5.00 5,00 7.00 &,00
Minutas
ET |Int Typa| Peak Nama Araa % Araa | Symmsatry Factor
115,155 EE Linagliptina | 2622994 | 100,00 1.06
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