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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS
PARA CONTROLE DE QUALIDADE DE COMPRIMIDOS DE
EMPAGLIFLOZINA E ESTUDO PRELIMINAR DE ESTABILIDADE

AUTORA: Pauline Trindade Biscaino
ORIENTADORA: Dr2 Andréa Inés Horn Adams

Diabetes mellitus (DM) é uma doenga caracterizada por um grupo heterogéneo de disturbios
metabolicos, que apresentam em comum a hiperglicemia. Para seu tratamento, estdo disponiveis
diferentes classes de antidiabéticos orais, entre eles a empagliflozina, pertencente a classe dos inibidores
do cotransporte sédio-glicose 2 (SGLT-2). O farmaco obteve aprovagao para uso no ano de 2014, para
o tratamento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), e ainda sdo inexistentes monografias farmacopeicas
para sua determina¢do como matéria-prima e/ou comprimidos. Sendo assim, o enfoque desse trabalho
foi o desenvolvimento e validacdo de métodos quali e quantitativos para o controle de qualidade da
empagliflozina em comprimidos. A substancia quimica de referéncia (SQR) foi caracterizada através de
métodos como: espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV), espectrofotometria na regido do
infravermelho (IV), calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e espectrometria de massas. Para
identificacdo da empagliflozina nos comprimidos foram realizados métodos qualitativos como:
espectrofotometria no UV, cromatografia em camada delgada (CCD) e eletroforese capilar (EC). Para a
analise quantitativa dos comprimidos, foi desenvolvido e validado método por cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC), utilizando capilar de silica (40 cm de comprimento efetivo e 50 um de
didmetro interno), mantido a 28°C, voltagem +28 kV, injec&o hidrodindmica de 50 mBar por 4 segundos,
utilizando solucdo eletrolitica composta de tampéo tris hidroximetil amino metano 20 mM e dodecil
sulfato de sddio (SDS) 100 mM (1:1) pH 10, com detec¢do em 225 nm. A validacdo foi realizada de
acordo com as guias vigentes, avaliando os parametros: especificidade, linearidade, precisdo, exatidao
e robustez, sendo que todos os parametros atenderam os requisitos. As condigdes analiticas propiciaram
analises com tempo de seis minutos, e 0 método mostrou-se linear (r=0.9999) na faixa de 50-150 pg/mL,
exato (recuperagdo média=100,60%), preciso (DPR intra-dia 0,79% e entre-dias 0,85%), especifico e
robusto. Através dos estudos preliminares de estabilidade, verificou-se que o farmaco degrada
lentamente nas condi¢des usuais de degradacdo forcada, sendo que a degradacdo em meio acido e
alcalino apresentou cinética de 12 ordem, com teos de 25,4h e 24,70h, respectivamente. A analise de
citotoxicidade de solugBes do farmaco e de solugBes submetidas & degradagdo evidenciou leve
decréscimo da viabilidade celular para solu¢des expostas a radiacdo UVC e meio alcalino. O método de
dissolucéo por espectrofotometria no UV foi desenvolvido e validado de acordo com a USP 39 (2016),
tendo sido otimizadas as seguintes condi¢es: 900 mL de tampéo fosfato 0,025 M pH 6,86, mantido a
37°C + 0,5 °C como meio de dissolugdo, aparato Il (pas), com velocidade de rotacdo 40 rpm e deteccédo
em 225 nm.

Palavras-chave: Empagliflozina. MEKC. Validagéo. Dissolucéo. Estabilidade.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHODS FOR
QUALITY CONTROL OF EMPAGLIFLOZIN TABLETS AND PRELIMINARY
STABILITY STUDY

AUTHOR: Pauline Trindade Biscaino
ADVISER: Dr2 Andréa Inés Horn Adams

Diabetes mellitus (DM) is a disease characterized by a heterogeneous group of metabolic disorders,
which present hyperglycemia in common. Different classes of oral antidiabetics, such as empagliflozin,
belonging to the class of cotransport inhibitors of sodium-glucose 2 (SGLT-2), are available for
treatment. The drug was approved for use in 2014 for the treatment of diabetes mellitus type 2 (DM2),
and there are no pharmacopoeial monographs for its determination as raw material and/or tablets. Thus,
the focus of this work was the development and validation of qualitative and quantitative methods for
the quality control of empagliflozin tablets. The chemical reference substance (SQR) was characterized
by methods such as ultraviolet (UV) spectrophotometry, infrared (IV) spectrophotometry, differential
scanning calorimetry (DSC) and mass spectrometry. For the identification of the empagliflozin in the
tablets, qualitative methods were performed: spectrophotometry (UV), thin layer chromatography
(CCD) and capillary electrophoresis (CE). For the quantitative analysis of the tablets, a micellar
electrokinetic (MEKC) method was developed and validated using silica capillary (40 cm effective
length and 50 pum internal diameter), maintained at 28°C, voltage +28 kV, hydrodynamic injection of 50
mBar for 4 seconds using electrolytic solution composed of 20 mM tris hydroxymethyl amino methane
buffer and 100 mM sodium dodecyl sulfate (SDS) (1:1) pH 10, with detection at 225 nm. The validation
was performed according to the current guidelines, evaluating the parameters: specificity, linearity,
accuracy, precision, and robustness, and all parameters met the requirements. The analytical conditions
provided a six-minute analysis, and the method was linear (r=0.9999) in the range of 50-150 ug/mL,
accurate (mean recovery=100.60%), precise (RSD intrad-day 0.79% and inter-day 0.85%), specific and
robust. By preliminary stability studies, it was verified that the drug degrades slowly under the usual
conditions of forced degradation, and degradation in acidic and alkaline media presented first-order
kinetics with t90% of 25.4 and 24.7 h, respectively. The cytotoxicity analysis of solutions of the drug
and solutions submitted to degradation showed a slight decrease in cell viability for solutions exposed
to UVC and alkaline media. The method of dissolution by UV spectrophotometry was developed and
validated according to USP 39 (2016), and the following conditions were optimized: 900 mL of 0.025
M phosphate buffer pH 6.86, maintained at 37 °C + 0.5 °C as dissolution medium, apparatus Il (blades),
with rotational speed 40 rpm and detection at 225 nm.

Keywords: Empagliflozin. MEKC. Validation. Dissolution. Stability.



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DA LITERATURA

Figura 3.1 -
CAPITULO |

Figura 4.1 -

Figura 4.2 -

Figura 4.3 -

Figura 4.4 -
Figura 4.5 -

Figura 4.6 -

Figura 4.7 -

Figura 4.8 -

CAPITULO 2

Figure 1 -

Figure 2 -

Figure 3 -

Estrutura quimica da Empagliflozina...........cccoceoiiiiiiiniiiincee 24

Curva de aquecimento por DSC para matéria-prima de
EMpPagliflozina...........ccooveiiiieiic e 37

Espectro de absor¢do na regido do UV da empagliflozina, diluida em
metanol (_ ), &cido cloridrico 0,1 M (_ --), hidroxido de sédio 0,1 M

(_) eaguaultrapura (---), na concentracéo de 25 ug/mL........cccccoevvvrnnnnen. 38
Espectro de absorcdo na regido do UV de empagliflozina (Ayoub,

2016), diluida em metanol, na concentragdo de SpHg/ML..........cccceeveneneee. 38
Espectro da regido do infravermelho da empagliflozina SQR................. 39
Espectro de massas da empagliflozina.............cccooviiiiiiiiiiins 41

Espectro de absorcdo na regido do UV da SQR (__) e amostra (---) de
empagliflozina em metanol (1), em &cido (2) e em agua (3), na concentragao
A8 25 PO/ML.ciiiiii 42

Placas cromatograficas (CCD). (1) SQR empagliflozina, (2) amostra
empagliflozina, (3) amostra degradada em luz UVC (254 nm) durante

5 horas, (4) solucdo placebo dos excipientes. Fase mével: acetato de
etilazmetanol (9:1, v/v). (A) Deteccéo luz UV. (B) Deteccéo &cido
sulfurico. (C) DeteCCa0 10U0.........ccvevveieieecie e 43

Eletroferograma da SQR (A) e amostra (B) de empagliflozina, na
concentragdo de 1000 UG/ML......cciiiiiiiiiiieiesie e s 45

Chemical structure of empagliflozin and electropherograms from
empagliflozin solutions exposed to stress testing. (A) Empagliflozin
standard solution. (B) Empagliflozin sample solution non degraded,;

(C) Empagliflozin sample solution after exposure to UVA light (48 h);

(D) Empagliflozin sample solution after exposure to UVC light (5 h).

EOF: eletroosmotic flow; IS: internal standard; DP1: degradation

product 1; DP2: degradation product 2; DP3: degradation product 3..... 63

Pareto plot of standardized effects (response is teor; a=0.05)............. 63

Stability of empagliflozin solutions on stress test, evaluated during a 8-
(0 Fo NV 0T oo SR USOPRTRP 63



Figure 5 -

CAPITULO 3

Figure 1 -

Figure 2 -

Figure 3 -

Mean cell viabilities (%) of the degradations analyzed in two times and
three concentrations. *significative response compared to the
respective non-degradaded sample (p<0.05)...........ccccoeiviiiiiinnn.n. 64

Chemical structure of empagliflozin.................cooooiiiiiiiiiin.... 77

Dissolution profiles of empagliflozin tablets: (A) 0.025 M phosphate
buffer pH 6.86, 0.01 M HCI, 0.5% LSS using apparatus Il at 50 rpm, in
900 mL medium. (B) 0.025 M phosphate buffer pH 6.86, 0.01 M HCI,
using apparatus Il at 40 rpm, in 900 mL medium.............................. 77

Dissolution profiles with 0.025 M phosphate buffer pH 6.86 medium,
using rotation values of 40 rpm and 50 rpm..............ooiiiiiiinnn 77



LISTA DE TABELAS

REVISAO DA LITERATURA

Tabela 7.1 -

CAPITULO 2
Table 1 -
CAPITULO 3

Table 1 -

Table 2 -

Table 3 -

Resultados da avaliagdo do método de remocao dos excipientes para as
solucoes analiticas do teste de dissolucao................cooeeviiiiiinn.... 84

Results of recovery for the MEKC method..........................oon 64

Percentual values of the dissolution profiles of empagliflozin tablets 25
mg (n =6), developed in 0.025 M phosphate buffer and 0.01M
HC L o oottt ettt eb et b bt ene e 77

Results of recovery for the UV method.....................oooiiin . 78

Intermediate precision results of the dissolution method
(NZB/EIME) . e 78



LISTA DE QUADROS

REVISAO DA LITERATURA

Quadro 3.1 - Métodos de determinagdo quantitativa de empagliflozina.......................
Quadro 3.2 - Classificacdo dos testes e sua finalidade.............ccooeveniienininiiinen,

Quadro 3.3 - Ensaios necessarios para validacdo do método analitico, segundo sua
FINAHAAUE. ...

Quadro 3.4 - Equacdes das reacdes de degradaGao...........cccceereereereeiieeseesieseeseesnenes
CAPITULO 1

Quadro 4.4 - Frequéncia e atribuicdo para principais bandas do espectro de IV da
eMPAGHTIOZING. .....cviiiiiiie

Quadro 4.5 - Condigdes utilizadas para identificacdo da empagliflozina por



ACN
ANOVA
ANVISA
CAS
cCD
CZE
CG
DAD
DCB
d.i.
DM
DM1
DM2
DPR
DSC
EC
EMA
EMPA
FDA
GLP-1
HPLC
ICH
IDF

IV

k
LC-MS/MS
LSS
MeOH
MP
MEKC
OMS

r

SDS
SGLT
SGLT-1
SGLT-2
SOR
suUS
uv
UPLC
VIS

LISTA DE ABREVIATURAS

Acetonitrila

Anélise de variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Chemical Abstract Substance
Cromatografia em camada delgada
Eletroforese capilar de zona
Cromatografia a gas

Detector de arranjo de diodos
Denominagdo Comum Brasileira
Didmetro interno

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus tipo 1

Diabetes mellitus tipo 2

Desvio padréo relativo

Calorimetria exploratéria diferencial
Eletroforese capilar

Agéncia Europeia de Medicamentos
Empagliflozina

Food and Drug Administration
Mimeéticos do peptideo similar ao glucagon tipo 1
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia
International Conference on Harmonisation
International Diabetes Federation
Infravermelho

Constante de degradacéo

Cromatografia a liquido acoplada ao detector massas
Lauril sulfato de sddio

Metanol

Matéria-prima

Cromatografia eletrocinética micelar
Organizagdo Mundial de Saude
Coeficiente de correlacdo de Pearson
Dodecil sulfato de sodio

Inibidores do cotransporte sédio-glicose
Inibidores do cotransporte sodio-glicose 1
Inibidores do cotransporte sddio-glicose 2
Substancia quimica de referéncia

Sistema Unico de Sadde

Ultravioleta

Cromatografia a liquido de ultra eficiéncia
Visivel



SUMARIO

(O [N 200 510070 J TR 16
2. OBUIETIVOS ...ttt b bbb bbbt ket b e bbbt e e bt b 19
2.1 OBIETIVO GERAL ..ottt ettt sttt ettt b et sne e sn et eneeneanas 19
2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 19
3. REVISAO DA LITERATURA ..o 21
3.1 CONSIDERACGOES GERALS ..ottt st naena e e 21
3.1.1 Diabetes MEIITUS (DIM) ....c.viiiiieiiiee ettt st resrae e 21
3.1.2 Tratamento para Diabetes MEITUS ..........ccooveiiiiiiiii e 22
3. 1.3 INIDIAOrES A0 SGLT=2 ..ot et bt ere s 22
3.2 EMPAGLIFLOZINA ..ottt sttt e e b e ne et e steste st et e e e eneene e 23
3.2.1 ASPECLOS BIAIS. . cveiueeieiteesie it et et ste et e s te st e s teste e e steeseesteaaeesaesbeesbesbeeseesbesreeseesteeneesresreenrens 23
3.2.2 DESCIIGAD ...ttt bbb bbbt h bbb bbbt R e bbbttt n et re s 24
R N o] 10 o = Tox = o J PP URURPRURN 24
3.2.4 MECANISIMO TE BGAD. ... c.vivieeueeiieiieti sttt sttt e et b e bbbt bbb r e e eneareas 25
3.2.5 FArMACOCINETICA .....veveveiieieieieeesit ettt sttt sttt b ettt bt et ne e s enenreas 25
3.2.6 REAGOES AUVEISAS .....euviveeenieiieiieiisie sttt sttt sttt bbbt b bbb bbb n e eneaneas 25
3.2.7 Métodos analiticos de determinacgdo da empagliflozina...........cccoeeviiiiiiiiineniicicnns 26
3.3 METODOS ANALITICOS QUANTITATIVOS E VALIDACAO ........coovveeerererereereean, 27
3.4  ESTUDOS DE ESTABILIDADE ........ccoootiiteieise st 30
35  ENSAIO DE DISSOLUGAO. .......coiieieeeeeeeresesessessessestesses s iesssessssssessassssssssesesssnsensensons 31
4. CAPITULO I — Caracterizacdo da SQR e analise qualitativa dos comprimidos de
EMPAGITIOZING. ... 34
A1 INTRODUGAD .ttt ettt sb e bt e sst e st e e e e beenbeesbeesbbeenbeenbeeteens 35
4.2 DESCRICAO DA MATERIA-PRIMA .......oooiiiiiieieieseesiesies s 35
4.3 DESCRICAO DA AMOSTRA ......ootieeireeeeseeesssssessestesses s essasssssssseasasssssessesseesnsensans 36
4.4 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA DE EMPAGLIFLOZINA .......cooveeeeereeenn 36
4.4.1 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)........c.cccovveiiiiieiieii i 36
4.4.2 Espectrofotometria da regido do ultravioleta (UV)........ccccooiiiiiiiininineneceeee 37
4.4.3 Espectrofotometria na regido do infravermelho (IV) ..o 38
4.4.4 ESPECTrOMETIia & MASSAS .....eovviviiiiiieiieieieiiee sttt sttt e s 40
4.5 ANALISE QUALITATIVA DOS COMPRIMIDOS DE EMPAGLIFLOZINA .......c..ccooveevnee. 41
4.5.1 Espectrofotometria N0 UITFaVIOIETA. ...........coveiiiiiiiiee s 41
4.5.2 Cromatografia em camada delgada (CCD) .......ccocovirieieiie e 42
4.5.3 Eletroforese Capilar (EC) ..o s 44
4.6 CONCLUSOES.......oooiirieeieiee sttt n s en s es st ns st 45
4.7 REFERENCIAS ..ottt ettt 46

5. CAPITULO H = AFTIGO | euvoveeeceeeeceeeieeee et see et en s ssa s eses st 47
8.  CAPTTULO T = AT 1ottt 65
7. DISCUSSAD GERAL ...ttt et eeet et te et e ee et e et e e et e s e e e e e e e ee et et et et et es et eteteteeeeeeseneeeeneeenes 81
8. CONCLUSOES ...ttt oottt e et e et e e et ee et et et et et et et et et et eeeteteeeeseeeneneeneenenes 87
0. REFERENCIAS ..ot ee et e et et e et et ee et et et et et e et ee et e e eeens e eeeeee et et eeneeeeens 90



15

1.

INTRODUCAO




16

1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca que apresenta excesso de glicose no sangue
(glicemia) e também na urina (glicosuria), sendo caracterizada por um grupo heterogéneo de
distdrbios metabdlicos, que apresentam em comum a hiperglicemia (FIGUEIREDO, 2009).

Atualmente, o diabetes é classificado de acordo com a etiologia em diabetes tipo 1,
diabetes tipo 2, outros tipos especificos e diabetes gestacional. A classificacdo baseada no tipo
de tratamento (diabetes insulino-dependente ou diabetes insulino-independente) ndo é mais
recomendada (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; CONCEICAOQ; SILVA;
BARBOSA, 2017; MILECH et al., 2016).

O diabetes tipo 2 (DM2) é uma doenca cronica e progressiva, com alta prevaléncia no
mundo, acometendo cerca de 18 a 20% dos adultos com mais de 65 anos, sendo que corresponde
a 90-95% dos casos de diabetes. O tratamento da DM2 é feito com antidiabéticos orais, sendo
que atualmente existem oito classes terapéuticas disponiveis para esse fim (MILECH et al.,
2016).

A empagliflozina pertence a classe dos inibidores do cotransporte sédio-glicose 2
(SGLT-2), e sua acdo principal consiste em inibir a reabsorc&o renal de glicose (CONCEICAO;
SILVA; BARBOSA, 2017; DRUGBANK, 2017; MILECH et al., 2016). Foi aprovada em 2014
para uso no tratamento do DM2 e até o momento, sdo inexistentes monografias farmacopeicas
para sua analise, tanto em comprimidos como matéria-prima, o que motivou a realizacdo dete
trabalho. Para novas substancias, informacdes sobre a estabilidade e métodos empregados para
o controle de qualidade geralmente sdo mantidos em sigilo pelos detentores da patente do
farmaco. Portanto, enquanto aguarda-se a publicacdo destes estudos, a qualidade do produto
depende da seriedade do laboratorio produtor e dos 6rgdos responsaveis pela liberacdo do
registro do medicamento (BAKSHI, 2002).

Quando esse projeto foi iniciado, no ano de 2016, ndo haviam sido reportados métodos
analiticos focados na andlise do produto. Essa situcdo mudou rapidamente, e atualmente séo
relatados diversos métodos quantitativos para analise da empagliflozina, entre eles, métodos
por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC) (GEETHA et al., 2016; GHANY ABDEL
et al., 2017; PADMAJA; VEERABHADRAM, 2016; SHYAMALA et al., 2016),
cromatografia a liquido de ultra eficiéncia (UPLC) (AYOUB, 2015; GOPAL; SRIDHAR, 2017;
PADMAJA; VEERABHADRAM, 2017), espectrofotometria no ultravioleta (UV) (AYOUB,
2016; AYOUB, 2017; PADMAJA; VEERABHADRAM, 2015), e cromatografia a liquido
acoplada ao detector massas (LC-MS/MS) (AYOUB; MOWAKA, 2017). Entretanto, ainda ndo
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existem métodos desenvolvidos por eletroforese capilar (EC), tampouco citacfes sobre estudos
de dissolugao dos comprimidos.

Nesse sentido, considerando sua recente aprovacdo e a caréncia de informagdes
farmacopeicas para analise da empagliflozina, o objetivo desse trabalho foi desenvolver e
validar o primeiro método da literatura por cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)
indicativo de estabilidade para o controle de qualidade de comprimidos de empagliflozina,
assim como realizar um estudo preliminar da estabilidade do farmaco, avaliando a
citotoxicidade dos produtos de degradacdo. Adicionalmente, desenvolver e validar ensaio de
dissolugéo, para avaliar a propriedade de liberagdo in vitro dos comprimidos revestidos de
empagliflozina.

O desenvolvimento de métodos analiticos para o controle de qualidade de comprimidos
de empagliflozina possibilita acbes de farmacovigilancia, em funcdo da monitoracdo da
qualidade do medicamento disponivel no mercado, bem como, de outros que poderdo vir a ser
introduzidos, com o fim da protecdo da patente. Estudos de estabilidade preliminares indicaréo
a resisténcia do farmaco a hidrolises acida e alcalina, temperatura, fotolise e a oxidacéo,
fornecendo assim informacdes relevantes para o desenvolvimento de produtos contendo
empagliflozina. Além disso, o teste de dissolucdo ird possibilitar a avaliagdo da liberacdo da
substancia ativa da formulag&o, sendo igualmente importante para garantir a reprodutibilidade
entre lotes.

A escolha da MEKC como método de doseamento para empagliflozina se justifica pela
ampla aplicacdo, boa sensibilidade e baixo consumo de amostras e reagentes. Além disso, 0 EC
apresenta alta capacidade de resolucdo na analise de amostras complexas, como as que podem
ser geradas nos estudos de estabilidade. Com isso, 0 conjunto de dados obtidos pelo
desenvolvimento desse trabalho visa contribuir para que os medicamentos distribuidos a

populacdo atendam os requisitos que os tornam aptos ao consumo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar métodos analiticos para realizar o controle de qualidade de

comprimidos de empagliflozina e realizar estudos preliminares de estabilidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a matéria-prima usada como substancia quimica de referéncia (SQR)
através de testes como calorimetria exploratoria diferencial (DSC), espectrofotometria no

infravermelho (1V), espectrofotometria no ultravioleta (UV) e espectrometria de massas;
e Desenvolver métodos qualitativos para avaliacdo de comprimidos de empagliflozina;

e Desenvolver e validar método por eletroforese capilar indicativo de estabilidade,
através do mecanismo de separacdo por cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), para

doseamento do farmaco em comprimidos;

e Realizar estudo de estabilidade do farmaco, sob condicBes de degradacdo forcada

como: radiacao, calor, meios alcalino, &cido e oxidante;

e Determinar a cinética das reacdes de degradacdo nas condi¢fes que se mostrarem

mais adversas ao farmaco;

e Avaliar a citotoxicidade de solugdes do farmaco e de solugdes que contenham 0s
produtos de degradacdo, formados nos estudos de degradacéo forcada;

e Desenvolver e validar método de dissolucdo para comprimidos de empagliflozina,

por espectrofotometria no UV.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 CONSIDERACOES GERAIS

3.1.1 Diabetes mellitus (DM)

O DM é considerado um problema de saude cronico, sistémico, multifatorial e de dificil
controle, podendo deixar varias sequelas, sendo um grave problema de satide no mundo todo.
Com isso, é de fundamental importancia um trabalho continuo junto aos pacientes, visando
maior adesdo ao tratamento e a prevencdo de complicacbes cronicas decorrentes da doenca
(TORRES et al., 2007).

O aparecimento de hiperglicemia em pacientes com DM resulta de defeitos na acdo da
insulina ou na secrecdo desta, ou em ambas, e € manifestada por sintomas como polidria,
polidipsia, perda de peso, polifagia, visdo turva ou por complicacdes agudas, que quando nao
tratadas podem levar a risco de morte, pelo desenvolvimento de cetoacidose diabética ou coma
hiperosmolar (MOTTA, 2009). Além disso, a hiperglicemia cronica est4 associada com danos
a longo prazo, como disfuncdo e faléncia dos 6rgdos, principalmente olhos, rins, nervos,
coracdo e vasos sanguineos (FORBES; COOPER, 2013; SARAIVA et al., 2016; TAHARA et
al., 2017).

Existem duas formas principais do diabetes, 0 DM tipo 1 (DM1) e o0 DM tipo 2 (DM2),
embora também possa se manifestar durante a gravidez e sob outras condi¢bes (FORBES;
COOPER, 2013). No DM1 ocorre destrui¢do das células beta pancreaticas com consequente
deficiéncia de insulina, sendo que, muitas vezes, essa destrui¢do ocorre por processo autoimune
(5-10% dos casos). No DM2 ocorre uma incapacidade das células beta em responder a alta
demanda periférica de insulina, e a hiperglicemia resulta de dois mecanismos: resisténcia
periférica a acdo da insulina e deficiéncia da producdo deste horménio pelas células beta do
pancreas (90-95% dos casos). Predisposicdo genética, sobrepeso e obesidade, sedentarismo,
envelhecimento, entre outros, sdo fatores de risco que podem agravar esses mecanismos
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; CONCEIQAO; SILVA; BARBOSA, 2017;
MILECH et al., 2016).

No Brasil, no final da década de 80, um estudo multicéntrico mostrou que 7,5% das
pessoas entre 30 e 69 anos foram diagnosticadas com DM (MALERBI; FRANCO, 1992). Em

2013, estudo demonstrou que a prevaléncia da DM no Brasil variava de 4,7% a 17,9%
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(BERTOLDI et al., 2013). Em nivel global, a populacéo diabética j& ultrapassa 380 milhdes de
pessoas, podendo chegar a mais de 600 milhées em 2030 (BURGGRAAF; CABEZAS, 2017).

3.1.2 Tratamento para Diabetes mellitus

O objetivo da terapia para o tratamento do DM é manter os niveis plasmaticos de glicose
préximo e/ou dentro dos valores normais, a fim de prevenir ou retardar o aparecimento de
complicacdes micro e macrovasculares (DALAMA; MESA, 2016). Para o tratamento do DM1,
devido a incapacidade do péncreas em produzir insulina, € necessaria a reposicdo desse
horménio, sendo imprescindivel o tratamento com insulina. J& o tratamento do DM2 ¢ feito
com medicamentos orais, 0s quais sao classificados como antidiabéticos orais, muitas vezes
sendo necessaria a introducdo da insulinoterapia (MILECH et al., 2016).

Antidiabéticos orais possuem como meta a normoglicemia, ou seja, sdo substancias que
ao serem ingeridas, tém por finalidade reduzir a glicemia e assim, manté-la em niveis normais
(jejum <100 mg/dL e pos-prandial <140 mg/dL) (GAEDE et al., 2008; MILECH et al., 2016).

De acordo com o mecanismo de acgdo principal, os farmacos antidiabéticos orais eram
classificados em: (1) sulfoniluréias e (2) glinidas, as quais incrementam a secre¢do pancreatica
de insulina; (3) inibidores das alfaglicosidases, que reduzem a velocidade de absorcdo de
glicidios; (4) biguanidas, as quais diminuem a producéo hepética de glicose; (5) glitazonas, que
aumentam a utilizacdo periférica de glicose. Mais recentemente, a essas classes foram
adicionadas as seguintes: (6) gliptinas, cujo mecanismo de a¢do baseia-se na inibi¢do da DPP-
4 (enzima dipeptidil peptidase) e que promovem aumento da sintese e secrecdo de insulina,
além da reducdo de glucagon; (7) miméticos e analogos do GLP-1 (glucagon-like-peptide-1),
gue aumentam a secrecao de insulina apenas quando a glicose se eleva e controlam os niveis de
glucagon, e (8) inibidores do cotransporte sddio-glicose 2 (SGLT2), os quais inibem a
recaptacdo de glicose nos rins, reduzem a glicemia e promovem glicosuria (CONCEICAO;
SILVA; BARBOSA, 2017; MILECH et al., 2016).

3.1.3 Inibidores do SGLT-2

Embora a resisténcia a insulina e os defeitos de secrecdo da insulina desempenham papel
importante na patogénese da hiperglicemia, outros problemas metabolicos contribuem para o
agravamento do estado do paciente com DM, como o aumento da reabsorcédo renal da glicose
(MUDALIAR etal., 2015). O processo de reabsorc¢éo da glicose, a partir do filtrado glomerular,
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é dependente da agdo dos co-transportadores de sddio e glicose (SGLT), moléculas proteicas
que constituem uma familia de seis subtipos de transportadores, sendo 0s mais importantes 0s
SGLT-1 e SGLT-2 (BORON; BOULPAEP, 2015).

Os SGLT-1 sédo transportadores de alta afinidade e baixa capacidade de transportar
glicose, responsaveis pela absorcdo de glicose no intestino delgado e por 10% a 20% da
reabsorcdo renal de glicose. J& os SGLT-2 sdo transportadores de baixa afinidade e alta
capacidade de transportar glicose, localizados no tdbulo proximal do néfron, sendo
responsaveis por 80% a 90% da reabsorcao renal de glicose (BORON; BOULPAEP, 2015;
GERICH, 2010).

Inibidores de SGLT-2 inibem a reabsorcdo renal de glicose, promovendo glicosuria,
resultando na diminuicdo dos niveis plasmaticos de glicose de forma independente da acédo da
insulina. Ou seja, 0 mecanismo de acdo desses farmacos ndo depende das células beta do
pancreas, podendo melhorar a funcdo dessas células e a acdo da insulina, evitando o fenbmeno
de glicotoxicidade (DALAMA; MESA, 2016; NAUCK, 2014). Por esta razdo, os farmacos da
classe podem ser utilizados em associacao com outros antidiabéticos (MUSCELLI et al., 2016).

Existem trés farmacos aprovados da classe dos inibidores de SGLT-2, todos disponiveis
comercialmente no Brasil: a canagliflozina, aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA), em marco de 2013; a dapagliflozina, aprovada em janeiro de 2014, e a empagliflozina,
em agosto de 2014. A dapagliflozina e empagliflozina sdo altamente seletivos para SGLT-2,
enguanto que a canagliflozina blogueia tanto SGLT-1 quanto SGLT-2. Destes trés farmacos, a
empagliflozina é o que possui maior seletividade para SGLT-2 (>2.500 vezes) em comparagado
com SGLT-1 (DALAMA; MESA, 2016; SHUBROOK et al., 2015; WHALEN et al., 2015).

3.2 EMPAGLIFLOZINA

3.2.1 Aspectos gerais

A empagliflozina tem demonstrado eficacia e seguranca na reducdo da glicose quando
administrada como monoterapia, ou quando administrada associada a antidiabéticos orais ou
com insulinoterapia (HEISE et al., 2013; WHALEN et al., 2015). Quando associada com
metformina, tem se mostrado eficaz na melhora dos niveis da hemoglobina glicada (HbA1C) e
glicose plasmatica em jejum. E um farmaco capaz de diminuir os niveis de glicose e insulina
no plasma, melhorando assim a funcéo das células beta do pancreas (MUSCELLI et al., 2016).

Além disso, apresenta baixo risco de hipoglicemia, esta associada com a perda de peso (1 a5
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kg), especialmente em pacientes cronicos, e reducdo da pressao sistdlica (3 a 6 mmHg), sem
que haja aumento da frequéncia cardiaca (MOSLEH et al., 2017; WHALEN et al., 2015). E um
farmaco que possui efeitos favoraveis sobre os marcadores da rigidez arterial e resisténcia
vascular, adiposidade visceral, albuminuria e urato do plasma e, além disso, tem sido associada
com aumento dos niveis das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta
densidade (HDL) (ZINMAN et al., 2015).

Estudos realizados por Heise e colaboradores (2016) demonstraram que, a
empagliflozina, em pacientes com DM2, produziu controle da glicemia, reducdo do peso e
melhora na pressdo arterial sistdlica. A perda de peso foi associada a perda de fluidos e calorias,
por meio do aumento da excrecdo de glicose na urina (MILECH et al., 2016).

3.2.2 Descricao

DCB: empagliflozina

CAS: 864070-44-0

Formula molecular: C23 H27 Cl O

Estrutura quimica: ver figura 3.1

Massa molecular: 450,91

pKa: 13,23 £ 0,7

Caracteristicas fisico-quimicas: p6 branco, com log P=1,163 + 0,534, solubilidade
0,045g/L (45ug/mL), sendo classificado como farmaco Classe 111 (alta solubilidade e baixa
permeabilidade), no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (MACHA et al., 2013).

Figura 3.1 - Estrutura quimica da empagliflozina

3.2.3 Apresentacgdo

A empagliflozina é comercializada como comprimidos revestidos de 10 mg ou 25 mg
(Jardiance®, Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals), em embalagens contendo 10 ou 30
comprimidos. Os excipientes presentes na formulacdo sdo lactose monoidratada, celulose
microcristalina, hiprolose, croscarmelose sodica, didéxido de silicio, estearato de magnésio,

hipromelose, diéxido de titanio, talco, macrogol e 6xido de ferro amarelo. Os comprimidos
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devem ser mantidos em temperatura de 15°C a 30°C (MILECH et al., 2016). A dose inicial
recomendada é de 10 mg (um comprimido por dia) uma vez por dia, sendo que a dose maxima
deve ser de 25 mg/dia, podendo ser administrado em qualquer hora do dia, com ou sem
alimentos (GALLWITZ, 2017; MILECH et al., 2016).

3.2.4 Mecanismo de acéo

Por inibir o SGLT-2, a empagliflozina reduz a reabsor¢éo renal de glicose e promove
sua eliminacgdo pela urina. O mecanismo de acdo da empagliflozina é independente da funcéo
das células beta do pancreas e da secre¢do da insulina, 0 que contribui para um baixo risco de
hipoglicemia (DRUGBANK, 2017; SCIFINDER, 2017).

3.2.5 Farmacocinética

O farmaco é absorvido rapidamente apds administracdo oral, apresentando picos de
concentracdo maxima (Cmax) no plasma apds 1,0 a 2,1 horas, possuindo meia-vida de
aproximadamente 13 horas, tornando possivel uma dose diéria. A administracdo do farmaco
nas concentra¢@es de 10 mg ou 25 mg induz glicosUria de aproximadamente 66,4 g e 78,4 g/dia
e, além disso, produz perda de calorias entre 265 kcal e 313 kcal/dia, respectivamente
(DALAMA; MESA, 2016; DRUGBANK, 2017; GALLWITZ, 2017).

3.2.6 Reac0es adversas

De modo geral, a empagliflozina é bem tolerada sendo que a maioria dos efeitos
adversos sao transitorios e incluem polilria, sede com desidratacao, hipotenséo e dor de cabeca,
ocorrendo geralmente na fase inicial do tratamento (ZHAO et al., 2015). Entretanto, pode
ocorrer um aumento na ocorréncia de infecgdes urogenitais por fungos, particularmente em
mulheres, e infec¢do urindria (CERSOSIMO; HERRERA-SOLIS; TRIPLITT, 2014; MILECH
et al., 2016). Este medicamento deve ser usado com cautela em pacientes com disfungéo renal
moderada a grave (com taxa de filtracdo glomerular estimada persistentemente inferior a
45mL/min/1,73m? ou depuracdo de creatinina menor ou igual a 60 mL/min), j& que a
metabolizacdo é renal (CERSOSIMO; HERRERA-SOLIS; TRIPLITT, 2014; DRUGBANK,
2017; GALLWITZ, 2017; MILECH et al., 2016).
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Recentemente, o FDA e a Agéncia Européia de Medicamentos (EMA), publicaram um
alerta sobre a classe dos inibidores de SGLT-2, o qual fala sobre o possivel risco de cetoacidose
diabética em alguns pacientes com DM2 (GALLWITZ, 2017; MILECH et al., 2016).

3.2.7 Métodos analiticos de determinacdo da empagliflozina

Em relacdo ao desenvolvimento de métodos, foram reportados na literatura métodos
analiticos por técnicas como cromatografia a liquido de alta eficiéncia (do inglés, high
performance liquid chromatography-HPLC), espectrofotometria no ultravioleta (UV),
cromatografia a liquido de ultra eficiéncia (do inglés, ultra performance liquid chromatography-
UPLC) e cromatografia a liquido acoplada ao detector de massas (do inglés, liquid
chromatography-mass spectrometry-LC-MS/MS), desenvolvidos para o doseamento da
empagliflozina como matéria-prima e/ou comprimidos, e também em associa¢cdo com outros

farmacos antidiabéticos. Os dados destes trabalhos estdo sumarizados no Quadro 3.1.

Quadro 3.1 - Métodos para determinacdo quantitativa de empagliflozina
Matriz Meétodo Condicdes Autores

Comp. de UPLC f.m.: TF de potassio pH Ayoub, 2015
empagliflozina, 4:MeOH (50:50)
linagliptina e Diluente: MeOH
cloridrato de Coluna: C-18
metformina Detecgdo: 225 nm

Vazdo: 0,4 mL/min
Comp. de Espectrofotometria | Diluente: MeOH Padmaja;
empagliflozina+ | no UV, anélise Deteccdo: empagliflozina, Veerabhadram,
linagliptina simultanea 233 nm e linagliptina, 277 nm | 2015
Comp. de Espectrofotometria | Diluente: MeOH Ayoub, 2016
empagliflozina + | no UV derivada, Detecgdo: empagliflozina,
metformina analise simultanea | 225 nm e metformina, 237

nm
Comp. de HPLC f.m.: TF de potassio pH Geetha et al,
empagliflozina + 4,8:ACN:MeOH (15:80:5) 2016
metformina Diluente: MeOH

Coluna: C-18

Deteccdo: 227 nm

Vazdo: 1 mL/min
Comp. de Espectrofotometria | Diluente: MeOH Ayoub, 2016
empagliflozinae | no UV-anélise
metformina simultanea
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Deteccdo: 223 nm
(empagliflozina) e 233 nm
(metformina)

Deteccdo: 260 nm
Diluente: MeOH

Comp.de HPLC f.m.: Acido formico: MeOH: | Ghany Abdel et
empagliflozina e ACN (40:20:40) pH 3,6 al., 2017
linagliptina Coluna: C-18

Deteccdo: 226 nm

Vazdo: 2 mL/min
Comp. de UPLC-ESI- f.m.: &cido férmico 0,1%: Ayoub;
empagliflozinae | MS/MS, anélise ACN (75:25, viv) Mowaka, 2017
metformina simultanea Coluna: Bridged Ethylene

Hybrid (BEH) C-18 (1,7 um)

Vazéo: 0,2mL/min
MP e Comp. de UPLC f.m.: tampéo &cido Padmaja;
empagliflozina e ortofosférico 0,1% pH 3,4: Veerabhadram,
metformina MeOH (40:60% v/v) 2017

Coluna: Bridged Ethylene

Hybrid (BEH) para UPLC

Vazéo: 0,25 mL/min.

Deteccédo: 254 nm
MP e comp. de UPLC f.m.: TF pH 4:MeOH (30:70, | Gopal; Sridhar,
cloridrato de v/v) 2017
metformina e Coluna: C-18
empagliflozina Deteccdo: 240 nm

Vazdo: 1 mL/min
Empagliflozina, HPLC f.m.: &cido ortofosforico Shyamala et al.,
MP 0,1%: ACN (70:30) 2016

Coluna: Hypersil BDS

Detecc¢édo: 233 nm

Vazdo: ImL/min
Empagliflozina, HPLC f.m.: tampé&o acetato:MeOH Padmaja;
MP (30:70) Veerabhadram,

Coluna: C-18 2016

Legenda: comp.: comprimidos; MP: matéria-prima; TF: tampdo fosfato; f.m.; fase mével; MeOH: metanol; ACN:

acetonitrila.

3.3 METODOS ANALITICOS QUANTITATIVOS E VALIDACAO

Métodos analiticos aplicados a medicamentos devem permitir uma analise completa do

produto, contemplando aspectos como o doseamento da substancia ativa, a verificacdo da
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estabilidade da substancia ativa na formulagdo, e também, a determinacdo dos niveis de
impurezas (ICH, 2002; ICH, 2003; WATSON, 2005). Para medicamentos em que a dose
méaxima diaria é inferior a 2,0 g, como é o caso do empagliflozina, recomenda-se que 0s
métodos quantitativos sejam capazes de detectar impurezas presentes em baixa concentracao
(<0,15%) (ICH, 2003; RAO et al., 2007). Nesse sentido, se faz necessario 0 uso de métodos
sensiveis e especificos, como a eletroforese capilar (EC), a cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (HPLC), a cromatografia a gas (CG), entre outros, capazes de quantificar o farmaco
de modo inequivoco em meio a impurezas, ainda que essas estejam presentes em baixas
concentragoes.

HPLC ainda é a técnica mais usada para a quantificacdo de farmacos em formulacdes,
devido as vantagens que esta técnica oferece, como analises rapidas, com baixo consumo de
amostra, excelente reprodutibilidade e repetibilidade. No entanto, utiliza grande quantidade de
solventes organicos, gerando volume elevado de residuos (GIL, 2010).

Recentemente, as técnicas de separacdo baseadas na migracdo eletrocinética, como a
eletroforese, complementaram as técnicas cromatograficas, trazendo assim mais uma opcéo de
instrumentacao analitica. A EC é a técnica de separacdo de mais rapida expansdo na analise
farmacéutica, sendo comparavel ao HPLC, em termos de aplicabilidade. A EC é considerada
uma "técnica limpa", com consumo infimo de solventes e, por consequéncia, reducdo de
residuos quimicos. Além disso, sdo suas caracteristicas a alta seletividade, consumiveis de
baixo custo e anélises rapidas (WATSON, 2005; RIZVIA et al., 2011; BARDEN et al., 2013).

Na EC, a separacdo dos analitos baseia-se na migracdo de compostos idnicos ou
ionizaveis em um campo elétrico, ou ainda, na migracdo de compostos neutros que possam
interagir com substancias que apresentam velocidade de migracdo diferente do fluxo
eletrosmético (TAVARES, 1996). Esta migracdo do analito carregado eletricamente ocorre
através de um capilar, que é preenchido por eletrolito (GIL, 2010).

A EC tem sofrido um rapido avanco devido a simplicidade instrumental e,
principalmente, pela variedade de mecanismos de separacdo que podem ser efetuados em um
unico capilar (GIL, 2010). Como metodos de separacéo, tem-se: eletroforese capilar de zona ou
em solucdo livre; cromatografia eletrocinética micelar ou cromatografia capilar eletrocinética
micelar; eletroforese capilar em gel; eletrocromatografia capilar; isotacoforese e focalizacéo
isoelétrica capilar (TAVARES, 1997; SILVA, 2007).

A cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) é um modo de separacdo
cromatogréafica do EC sem modifica¢Ges instrumentais, utilizado para a separacao de pequenas

moléculas neutras, tais como compostos insolUveis em agua, que nao podem ser separados por
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eletroforese capilar de zona (CZE), técnica mais simples do EC. O método de separagdo por
cromatografia eletrocinética micelar é baseado na solubilizacdo micelar e migracao
eletrocinética, a qual é realizada através da adicdo de um tensoativo iGnico na solucdo
eletrolitica em uma concentracdo maior do que a concentracdo micelar critica. O mecanismo de
separacgdo baseia-se na particdo do analito entre a fase micelar e a solugéo eletrolitica, assim, a
fase micelar é chamada pseudo-estacionaria, pois corresponde a fase estacionaria da
cromatografia convencional (TAVARES, 1997; KIM et al., 2001; TERABE, 2010).

Para o guia de validacdo de métodos analiticos (ICH, 2005), validar um procedimento
analitico é demonstrar que o0 mesmo é adequado para a anélise pretendida. Segundo a USP 39
(2016) a validacdo é um processo no qual se estabelece, através de estudos de laboratério, que
as caracteristicas de desempenho do método satisfazem as exigéncias para a aplicacéo analitica
pretendida. De acordo com a Resolucdo n® 166 da ANVISA, a validagdo deve garantir, mediante
estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados, apresentando especificidade, linearidade, exatiddo, intervalo,
precisdo, sensibilidade e limite de quantificacdo, de modo que sejam adequados a analise. Esta
resolucdo ainda ressalta que, para a garantia da qualidade analitica, os equipamentos utilizados
na validagdo devem estar calibrados e os analistas devem ser treinados e qualificados (BRASIL,
2017). De acordo com esses guias, 0s métodos séo classificados em categorias, de acordo com
sua finalidade (Quadro 3.2).

Quadro 3.2. Classificacdo dos testes e sua finalidade

Categoria Finalidade

I Métodos quantitativos para analise de substancias ativas em produtos

farmacéuticos

I Métodos quantitativos ou ensaio-limite para a determinagdo de impurezas e

produtos de degradacao

i Testes de performance (ex: liberagdo do ativo, dissolucéo)

v Métodos de identificacéo

(BRASIL, 2017; ICH, 2005; USP 39, 2016)

Os parametros que devem ser avaliados nos estudos de validagdo séo definidos de
acordo com a categoria e respectiva finalidade (Quadro 3.3). Para validar um método indicativo
de estabilidade, o teste de degradacédo forcada deve ser realizado sob uma ampla variedade de

condigdes de estresse, a fim de que sejam obtidos produtos de degradacdo. De acordo com a
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RDC n° 53 de 2015, a amostra deve ser submetida a condi¢gbes como: aguecimento, umidade,
solucdo 4&cida, solucdo basica, solucdo oxidante, exposicdo fotolitica e ions metélicos. A
degradacédo deve ser suficiente a fim de permitir uma avaliacdo dos produtos de degradacao
formados, a qual deve ser superior a 10% e inferior aquela que levaria a degradacdo completa
da amostra. Essa resolugdo também estabelece pardmetros para notificacéo, identificacdo e
qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos com substancias sintéticas e
semissintéticas (BRASIL, 2015).

Quadro 3.3. Ensaios necessarios para validacdo do método analitico, segundo sua finalidade

Parametro Categoria | | Categoria Il | Categoria Ill | Categoria IV
Especificidade Sim Sim | Sim * Sim
Linearidade Sim Sim | Néo * Né&o
Precisdo  Repetibilidade Sim Sim | Néo Sim Néo

Intermediaria ** ** N&o ** Né&o
Limite de deteccao N&o N&o | Sim * Né&o
Limite de quantificacdo Nao Sim | Néo * Néo
Exatidao Sim Sim * * Né&o
Robustez Sim Sim | Sim Né&o Né&o

(BRASIL, 2017; ICH, 2005; USP 39, 2016)
*pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico; **se houver comprovagéo da reprodutibilidade
ndo é necessaria a comprovagdo da precisdo

3.4 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

Ao requerer o registro de um medicamento, a industria deve encaminhar aos 6rgaos
regulatorios a documentacgdo oriunda dos estudos de estabilidade de longa duracéo e acelerado;
ap6s a comprovacao do prazo de validade provisério, deve ainda realizar o estudo de
estabilidade de acompanhamento. Esses testes devem ser realizados na embalagem e nas
condi¢Ges ambientais previstas para 0 armazenamento (RE n°® 1/2005) e tém por finalidade
determinar o prazo de validade dos medicamentos e matérias-primas (BRASIL, 2005).

Por sua vez, os estudos de degradacdo forcada sdo usados tanto para determinar a
especificidade dos métodos analiticos, quanto para orientar o desenvolvimento de formulagdes,
uma vez que podem indicar susceptibilidade do farmaco a hidrdlise, oxidacdo, fotolise,
termolise, entre outros (BAKSHI, 2002; ICH, 2005; BRASIL, 2017).

ReacOes de degradacdo nos medicamentos ocorrem em velocidades definidas e

dependem de vérias condicGes, tais como fatores intrinsecos a estrutura molecular,
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concentracdo dos reagentes, temperatura, pH, presenga de catalizadores, tampdes, aditivos,
excipientes, contaminagdo microbiana, além de fatores ambientais como temperatura, umidade
e radiacdes (LACHMAN et al., 2001; YOSHIOKA; STELLA, 2002). Experimentalmente,
pode-se monitorar a velocidade de decomposicdo de um farmaco pelo decréscimo de sua
concentragdo com o tempo ou, alternativamente, pela dosagem de seus produtos de degradacao
(ATTWOOD, 2003). Para o estudo da cinética de uma reacdo quimica é importante a
determinacédo da ordem da reacdo, que por sua vez, é obtida atraves da plotagem dos valores de
concentracdo versus tempo em cada grafico especifico das reacfes. As reacdes sao classificadas
como ordem zero, primeira ou segunda ordem, as quais sdo definidas matematicamente por
equacdes (Quadro 3.4). Reacdo de ordem zero € a reacdo na qual a velocidade da reagdo é
independente da concentracdo dos reagentes, isto é, a velocidade é constante; na reacdo de
primeira ordem, a velocidade total da reacdo € determinada por um termo de concentracéo; e
na reacdo de segunda ordem, a velocidade da reacéo depende da colisdo de duas moléculas, e a
probabilidade dessa colisdo, depende da concentracdo de cada molécula envolvida na reacdo
(LACHMAN et al., 2001; YOSHIOKA; STELLA, 2002).

Pelo conhecimento da ordem de reacdo, é possivel calcular a constante de degradacéo
(k) na condicédo estudada e o tempo em que a concentracao é igual a 90% (tgow), usualmente
citado como prazo de validade das formulacdes. Além disso, é possivel determinar os valores
da constante de degradacéo e o tempo de meia-vida (t2) na condicao estudada, de acordo com
as equacdes para reacdo, conforme descritas no quadro 3.4 (YOSHIOKA,; STELLA, 2002).

Quadro 3.4. Equac0es das reagdes de degradacao

k=(C-colt tooss = (0,1 . Co)/ k Reacéo de ordem zero Equacdo (1)
k =1/t x InC/In C, tooss = 0,106/ k Reacdo de primeira ordem Equacdo (2)
k =1/t (1/C -1/ Cy) tooss = 1/9K . Co Reacdo de segunda ordem  Equacdo (3)

Legenda: k: constante de degradacao; teos: tempo necessério para que ocorra a decomposicao de 10% da substancia
ativa; Co: concentracao inicial; C: concentracdo em um dado tempo.

3.5 ENSAIO DE DISSOLUCAO

O teste de dissolucao € um teste usado pelas farmacopeias com o objetivo de avaliar, in
vitro, a liberagdo imediata de um farmaco a partir de formas farmacéuticas sélidas ou semi-
solidas, incluindo comprimidos e capsulas de liberacdo imediata/sustentada (USP 39, 2016).
Este ensaio é utilizado em controle de qualidade, com o objetivo de garantir a qualidade lote a
lote e também detectar desvios de fabricacéo, ou seja, demonstrar que as formas farmacéuticas

foram fabricadas de acordo com as especificagOes, assegurando a uniformidade da qualidade
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do medicamento, resultando em um produto consistente. Além disso, este teste é utilizado na
pesquisa e desenvolvimento, buscando fornecer estimativas preditivas da liberacdo do farmaco
em relacdo ao desempenho in vivo de um produto farmacéutico (FDA, 1997; AZARMI et al.,
2007).

O método de dissolucdo busca avaliar a quantidade de farmaco dissolvido, em um
determinado volume de meio, mantido a temperatura de 37°C % 0,5, utilizando equipamento
com dispositivos (aparatos) para promover agitacdo do meio, em determinada velocidade
(FDA, 2015). Os meios mais comumente utilizados séo o acido cloridrico diluido, solugdes
tampdes na faixa de pH fisioldgico (1,2 a 7,5), agua e solugdes de tensoativos (polissorbato 80,
laurilsulfato de s6dio). Para ensaios de rotina, a escolha do meio ideal deve estar relacionada
com a estabilidade do farmaco no meio e relevancia do desempenho in vivo-in vitro, quando
possivel. Além disso, a determinacdo do pH antes e apds a realizacdo do método pode ser Util
na escolha do meio (AZARMI et al., 2007).

Para o ensaio de dissolugéo existem diferentes aparatos que s&o utilizados durante o
método, sendo que os mais utilizados consistem nos aparatos | (cestas) e Il (pas) (USP 39,
2016). O método com aparato pas é o mais utilizado para formas farmacéuticas sélidas, tais
como comprimidos ou cépsulas, e a velocidade de agitacdo geralmente utilizada é de 50 ou 75
rpm. O método com aparato cesta também é utilizado para formas farmacéuticas solidas, porém
aplicando uma velocidade maior de agitacdo, usualmente 50 a 100 rpm. Para ambos 0s
aparatos, o volume a ser utilizado pode ser em média de 500 a 1000 mL, sendo que o volume
mais comum é de 900 mL. Um perfil de dissolucdo adequado, apresenta 100% de liberacdo do
farmaco entre 45 e 60 minutos (BROWN, 2004; FORTUNATO, 2005; USP 39, 2016).

Apos a administracdo oral, a absor¢do de um farmaco de uma forma farmacéutica sélida
depende da liberacdo dessa substancia a partir do produto farmacéutico, da dissolucdo e da
solubilizacdo do farmaco sob condicGes fisioldgicas e da permeabilidade através do trato
gastrintestinal. Devido & natureza critica da liberacéo do farmaco, a dissolugéo in vitro pode ser
relevante para posterior desempenho in vivo (FDA, 1997; TASKEEN; TIRUNAGARI;
QURESHI, 2017).

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), que considera a solubilidade e a
permeabilidade dos farmacos, pode ser utilizado no desenvolvimento do método de dissolugéo
e verificacdo da possibilidade de realizagdo de correlagéo in vitro-in vivo. De acordo com o
SCB, os farmacos podem ser classificados em quatro classes (FDA, 2015):

e Classe 1: Alta solubilidade - alta permeabilidade

e Classe 2: Baixa solubilidade - alta permeabilidade
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e Classe 3: Alta solubilidade - baixa permeabilidade
e Classe 4: Baixa solubilidade - baixa permeabilidade

A partir dessa classificacdo, farmacos altamente permeaveis sdo aqueles que apresentam
biodisponibilidade maior do que 90%. Por sua vez, a solubilidade é determinada pela dissolucéo
de uma dose unitéria mais elevada em 250 mL de solucéo tampao com pH entre 1,0 e 7,5 a 37
°C, sendo considerado altamente soluvel quando o resultado, em volume, da relacédo
dose/solubilidade é menor que 250 mL (LINDENBERG et al., 2004).

O SCB ¢é uma ferramenta util para determinar as condigdes nas quais a correlagdo in
vitro-in vivo (CIVIV) pode ser esperada, assim como no desenvolvimento das especificagdes
do teste in vitro (SIRISUTH; EDDINGTON, 2004). Geralmente a CIVIV ¢ obtida quando a
dissolucdo do farmaco ¢ a etapa limitante da absorcéo in vivo, como € o caso dos farmacos da
classe 2. Para farmacos com alta solubilidade em agua (classificacdo 1 e 3), onde o processo de
dissolucdo é rapido, a velocidade de absorcdo é dependente da permeabilidade e do tempo de
esvaziamento gastrico, e dessa forma, nenhuma correlacdo pode ser estabelecida. J& 0s
farmacos da classe 4, isto €, baixa solubilidade e baixa permeabilidade, apresentam problemas
na sua biodisponibilidade, ou seja, sdo farmacos que ndo sdo apropriados para preparacdo de
formas farmacéuticas sélidas (FDA, 1997; SIRISUTH; EDDINGTON, 2004). Nos métodos de
dissolucdo, a validacdo deve abordar parametros de especificidade, linearidade, preciséo,
exatidao, estabilidade no meio de dissolucdo e robustez. Além disso, para determinacdo das
melhores condi¢des, devem ser realizados testes de solubilidade e interferéncia de filtros (USP
39, 2016).

A partir de levantamentos em bases de dados, ndo foram reportados métodos de
dissolucdo para analise de empagliflozina em comprimidos. Nesse sentido, a realizacdo desse

estudo vira a contribuir para os estudos de equivaléncia farmacéutica entre lotes.
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4. CAPITULO I — Caracterizacio da SQR e analise qualitativa dos
comprimidos de empagliflozina
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4.1 INTRODUCAO

Para a analise de matérias-primas e formas farmacéuticas, é necessaria que seja
realizada, além da quantificacdo, a realizacéo de testes de identificacdo do farmaco. Ensaios de
identificacdo sdo capazes de verificar se a identidade do farmaco estd de acordo com o
especificado em sua embalagem (FB 5, 2010). Embora especificos, testes de identificacdo ndo
sdo, necessariamente, suficientes para estabelecer identidade absoluta de um farmaco, de modo
que outros testes na monografia contribuem para a confirmacéo da identidade do produto em
andlise. Entretanto, o ndo cumprimento dos requisitos de um teste de identificacdo pode
significar erro de rotulagem do material. Ensaios como infravermelho, espectrofotometria com
absorcéo especifica e cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrofotometria,
sdo alguns ensaios que podem ser considerados conclusivos e devem ser realizados em
complemento ao ensaio do contra-ion, quando aplicavel (FB 5, 2010). Por sua vez, reacGes
quimicas de identificacdo, apesar de especificas, s serdo suficientes para estabelecer ou
confirmar a identidade da substancia quando consideradas em conjunto com outros testes e
especificacbes constantes na monografia. Usualmente, é apresentada na monografia a ordem de
preferéncia dos testes de identificagdo. Quando ndo constar a ordem, todos os testes de
identificacdo devem ser realizados (FB 5, 2010).

Por se tratar de um farmaco aprovado recentemente, e considerando a auséncia de
informacBes farmacopeicas, o objetivo deste estudo foi avaliar qualitativamente a matéria-
prima que sera utilizada como substancia quimica de referéncia (SQR) e os comprimidos de
empagliflozina, através de ensaios como calorimetria exploratoria diferencial (DSC), analise
por espectrofotometria no UV e 1V, eletroforese capilar (EC), cromatografia em camada
delgada (CCD) e espectrometria de massas, alguns dos quais exemplos de testes de

identificacdo preconizados nas farmacopeias (FB 5, 2010).

4.2 DESCRICAO DA MATERIA-PRIMA

A matéria-prima usada nesse trabalho foi adquirida da empresa TripleBond (Guelph

Ontario, Canada), e apresentou pureza declarada de 99,77%.
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4.3 DESCRICAO DA AMOSTRA

Comprimidos revestidos de empagliflozina 25 mg (Boehringer Ingelheim, Alemanha),
lote: 506298, fabricado em agosto/2015, com validade até agosto/2018, utilizado para validacéo
do método analitico e ensaios de estabilidade. Para o ensaio de dissolucdo, foram utilizados
dois lotes de comprimidos, respectivamente: 603440 e 702730, validos até abril/2019 e
mar¢o/2020, respectivamente. Todas as amostras foram obtidas em farmacias comerciais da
cidade de Santa Maria-RS.

4.4 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA DE EMPAGLIFLOZINA

4.4.1 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Essa técnica fornece informagdes quantitativas sobre alteragBes exotérmicas,
endotérmicas e de aquecimento como funcdo da temperatura e do tempo, tais como fuséo,
decomposicdo, mudanca de estrutura cristalina, pureza e temperatura de transi¢do vitrea. Além
disso, € uma técnica rapida, que utiliza uma quantidade reduzida de amostra e permite a
obtencdo das informacGes para determinacdo dos parametros cinéticos de uma reagdo (SILVA,;
MATTOS; NAKAMURA, 2004).

As transicdes de fase foram obtidas por Calorimetria Exploratéria Diferencial de
Temperatura Modulada (do Inglés Modulated Temperature Differential Scanning Calorimetry-
MTDSC) em um equipamento DSC Q2000 (TA Instruments, USA), equipado com acessorio
de refrigeracdo RCS e como gas de purga N2 (50 mL/min). A taxa de aquecimento utilizada foi
10 °C/min. O instrumento foi inicialmente calibrado no modo DSC padrdo, com indio
(99,99%). As massas das panelas e tampas da referéncia e das amostras pesaram cerca de 51 +
0,02 mg. As amostras foram fechadas em panelas de aluminio com tampas. As massas das
amostras foram pesadas em uma balanga Sartorius (M500P) com uma preciséao de (+ 0,001 mg).
Os dados foram tratados utilizando o Software TA Universal Analysis 2000, versdo 4.5 (TA
Intruments Inc., USA). O equipamento esta localizado no Departamento de Quimica-UFSM. A

figura 4.1 apresenta a curva de aquecimento obtida por DSC para empagliflozina.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjLuqelo5bYAhXCxpAKHYBYD4IQFggnMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.boehringer-ingelheim.com.br%2F&usg=AOvVaw0pp0V5Ac4hxH8AOveIwSMl
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Figura 4.1. Curva de aquecimento por DSC para matéria-prima de empagliflozina
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De acordo com o laudo da matéria-prima da empagliflozina, a temperatura de fuséo
(152,36 °C) obtida por DSC, estd de acordo com o esperado, que é de 148 °C-153 °C. Além
disso, foi calculado a pureza da empagliflozina, tendo sido obtido 98,77% de pureza.

4.4.2 Espectrofotometria da regido do ultravioleta (UV)

Como prova de identificacdo, diversas monografias incluem espectros de absorcéo no
ultravioleta (FB 5, 2010), e embora existam limitagcbes com este ensaio, como por exemplo a
necessidade da presenca de grupamento cromoforo na molécula e baixa seletividade, a
espectrofotometria na regido do UV é amplamente utilizado como ensaio de identificacdo
(WATSON, 2005). Alguns farmacos requerem o uso de padrdes de referéncia, e as leituras séo
realizadas simultaneamente entre padréo e amostra, em condigdes idénticas de comprimento de
onda, tamanho da cubeta, solvente e concentracdo da solucdo. Muitos solventes séo utilizados
e apropriados, os quais incluem: agua, alcoois, éteres e solucBes acidas e alcalinas diluidas.
Contudo, deve-se observar para que os solventes ndo absorvam na regido do espectro em que
esta sendo utilizada, e para a caracterizagdo o farmaco é dissolvido em solvente apropriado (FB
5, 2010).

A fim de estabelecer os comprimentos de onda de maxima absorcéo do farmaco, foram
realizadas varreduras do farmaco, em diferentes solventes, na faixa de 200-300 nm. A partir de
uma solucéo estoque de 1000 pg/mL, em metanol, realizaram-se diluicbes em solventes, como:
metanol, hidroxido de sodio 0,1 M, &cido cloridrico 0,1 M e agua, até concentragdo de 25
pug/mL. A analise foi realizada em espectrofotdmetro Shimadzu UV/V1S-1800, equipado com

cubetas de 10 mm de caminho Optico.
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Em metanol, &cido cloridrico 0,1 M e agua observaram-se dois maximos de absorcéao
(Amax), 225 nm e 276 nm, assim como ndo foram evidenciadas diferencas na intensidade de
absorcdo. O espectro em hidréxido de soédio 0,1 M foi diferente dos demais, tendo sido
observado deslocamento hipsocrémico do Amax de 225 nm para 216 nm, 0 que € sugestivo de
modificagdes moleculares em meio alcalino, tornando esse meio contra-indicado para o preparo
de solugdes analiticas da empagliflozina. Nao foram evidenciados picos de absor¢do em A
superiores a 300 nm (Figura 4.2). Os espectros obtidos asssemelham-se ao reportado por Ayoub
(2016) (Figura 4.3), no qual também se evidenciou Amax em 225 nm.

Figura 4.2.Espectro de absor¢édo na regido do UV da empagliflozina, diluida em metanol (_ ),

acido cloridrico 0,1 M (_ --), hidroxido de sodio 0,1 M (__) e agua ultrapura (---), na

concentragédo de 25 pg/mL.
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Figura 4.3. Espectro de absorcdo na regido do UV de empagliflozina (Ayoub, 2016), diluida
em metanol, na concentracao de 5 pg/mL.
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4.4.3 Espectrofotometria na regido do infravermelho (1V)
A espectrofotometria na regido do IV é uma técnica importante na analise qualitativa de

compostos organicos, sendo amplamente utilizada. Além disso, o infravermelho (IV) constitui

um dos recursos para identificacdo de substancias organicas, e € uma técnica altamente
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relevante na determinacdo da pureza e também quantificacdo de substancias organicas, assim
como no controle de reagdes e processos de separacdo (LOPES; FASCIO, 2004).

Nessa técnica, as ligacGes intramoleculares do analito absorvem radiacéo
eletromagnética na faixa de 600 a 4000 cm™, causando estiramentos ou deformagdes. O
comprimento de onda da radiagdo absorvida é caracteristico dos grupos de 4&tomos presentes na
molécula e do ambiente quimico em que se encontram, de modo n&o ha possibilidade de duas
moléculas terem o mesmo espectro de infravermelho. Essa técnica é considerada método de
identificacdo por exceléncia (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001).

O espectro de infravermelho da matéria-prima foi obtido através da disperséo de 1,5 mg
de empagliflozina em 150 mg de brometo de potéssio, seguida de compressdo e posterior
obtencdo de pastilha. Para andlise utilizou-se espectrofotébmetro FTIR, marca Perkin Elmer,
modelo Spectrum One.

Considerando a auséncia de um espectro de IV da empagliflozina para comparagéo,
foram consideradas a regido de absorcéo, bem como a intensidade e o formato das bandas do
espectro (Figura 4.4). No Quadro 4.4 sdo destacadas as principais bandas de absorcdo do

farmaco.

Figura 4.4. Espectro da regido do infravermelho da empagliflozina SQR
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Quadro 4.4. Frequéncia e atribuicdo para principais bandas do espectro de 1V da empagliflozina

Bandas Frequéncia (cm™) Atribuicéo
1 3433 Deformacdo axial de O-H
2 2930 Estiramento C-H de metileno
3 1615 Estiramento C=C de anel
4 1509 Estiramento C=C do anel
5 1242 Estiramento =C-O
6 1063 Deformacdo axial de C-O-C
7 843 e 792 Deformacdo fora do plano de anel para-substituido

(NAKANISHI; SOLOMON, 1977)

4.4.4 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas é um método altamente especifico para determinar a massa
molecular exata de farmacos, e a partir disso, podem-se inferir os elementos constituintes
(WATSON, 2005). Os detectores de espectrometria de massas, quando combinados com a
cromatografia liquida, sdo capazes de proporcionar uma alta seletividade, uma vez que picos
ndo resolvidos podem ser isolados monitorando um valor de massa selecionado (FB 5, 2010).
Como exemplos, esses detectores podem ser quadrupolo simples, denominados (MS), ou
guando associados (MS/MS), e as fontes de ionizacdo mais comumente utilizadas séo do tipo:
ionizacdo por eletrospray (ESI) e ionizacdo quimica a pressao atmosférica (FB 5, 2010).

Para as analises por espectrometria de massas de alta resolu¢cdo (HRMS), utilizou-se um
cromatdgrafo a liquido com sistema Acquity UPLC e espectrometro de massa do tipo
quadrupolo e tempo de voo, modelo XEVO G2 Q-TOF (Waters, Milford, MA, EUA). A
amostra foi diluida em mistura de acetonitrila e &gua ultrapura na proporcéo 1:1, contendo 0,1%
(v/v) de &cido foérmico, e analisadas por infusdo direta na probe de electrospray (ESI) no modo
positivo (ESI+). Para aquisi¢éo e controle dos dados, utilizou-se o software MassLynx V 4.1.
Uma alca de amostragem de 250 pL foi carregada com a amostra e a vazao da infusao foi de 20
pL/min. As condi¢des de ionizagdo foram as seguintes: tensdo do capilar: 1,0 kV; tensdo do
cone de amostragem: 15 V; tensdo do cone de extracdo: 3V; temperatura da fonte: 150 °C;
temperatura de dessolvatacdo: 400 °C; vazdo de N2 no cone de amostragem: 10 L/h; vazdo de
N> da dessolvatagdo: 500 L/h; faixa de massa monitorada: 50-1000 Da.

A Figura 4.5 mostra o espectro de massas obtido da empagliflozina, no qual pode ser
observado o pico do ion molecular da empagliflozina [M+H]", confirmando a massa molecular
com m/z 451,1552.
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O conjunto de dados confirmou a identidade da matéria-prima, e desse modo, ela passou
a ser usada como substancia quimica de referéncia (SQR) para as etapas subsequentes.

Figura 4.5. Espectro de massas da empagliflozina
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4.5 ANALISE QUALITATIVA DOS COMPRIMIDOS DE EMPAGLIFLOZINA

4.5.1 Espectrofotometria no ultravioleta

Os espectros na regido do ultravioleta da SQR e dos comprimidos de empagliflozina,
em diferentes solventes foram sobrepostos, a fim de inferir a presenca do farmaco na
formulacéo.

Realizaram-se varreduras do espectro do UV de soluces da SQR e comprimidos de
empagliflozina, na concentragédo de 25 pg/mL, na faixa de 200-300 nm. Para obter esta
concentragdo de analise, a diluicao partiu de uma solucédo estoque de 1000 pg/mL, em metanol.
Para fazer a sobreposi¢cdo dos espectros foram empregados os solventes metanol, acido
cloridrico 0,1 M e &gua. A analise foi realizada em espectrofotémetro Shimadzu UV/VIS -1800.

A semelhanca entre os espectros da SQR de empagliflozina e dos comprimidos em todos
0s meios testados (Figura 4.6) indicou a presenca de empagliflozina nos comprimidos, assim

como a ndo interferéncia dos excipientes.
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Figura 4.6. Espectro de absorcao na regido do UV da SQR (__) e amostra (---) de empagliflozina
em metanol (1), em &cido (2) e em agua (3), na concentracao de 25 pg/mL.
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4.5.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD € uma técnica de facil execucdo e compreensdo, versatil, reprodutivel e de baixo
custo. Este método permite identificar o farmaco quando este € analisado concomitantemente
com a substancia de referéncia, bem como, verificar a presenca de impurezas e produtos de
degradacdo na amostra (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1990). Até o momento, ndo ha
sistemas por CCD descritos para o farmaco.

Foram preparadas solu¢cfes estoque na concentragdo de 1000 pg/mL da SQR, amostra
e placebo. A fim de verificar se o sistema cromatografico seria capaz de diferenciar o analito e
seus produtos de degradacao, submeteu-se solucdo da amostra a radiagdo UVC (254 nm), por
5 horas, condi¢do em que o teor de residual de empagliflozina foi estimado em cerca de 75%
(dados experimentais).

Como fase movel, empregou-se acetato de etila:metanol (9:1, v/v). Utilizaram-se
cromatoplacas de silica, medindo 10 cm de comprimento e 5 cm de largura. As placas foram

colocadas em cuba saturada, e as manchas foram detectadas através de luz ultravioleta (254

300,00
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nm) (figura 4.7 A), por revelagdo com éacido sulfurico 15% (figura 4.7 B) e revelacdo com iodo
metalico (figura 4.7 C).

Os valores de Rf para SQR, amostra e amostra degradada foram 0,366; 0,355; 0,366,
respectivamente (n=3). O valor de Rf para o produto de degradacéo foi 0,733.

De acordo com os resultados, observou-se que o sistema desenvolvido para analise de
CCD foi satisfatorio, uma vez que houve a identificagdo da empagliflozina. Além disso, com a
revelacdo por iodo metélico (figura 4.7 C), houve a deteccdo da mancha do produto de
degradacéo, o qual ndo foi detectado por UV (figura 4.7 A) e acido sulfarico (figura 4.7 C).
Atraveés da revelacdo por &cido sulfurico e iodo metalico, observou-se uma mancha intensa no
ponto de aplicagdo da amostra, amostra degradada e solugdo placebo, o que pode ser atribuido
aos excipientes, uma vez que na aplicacdo da SQR da empagliflozina ndo houve o aparecimento

dessa mancha no ponto de aplicacdo, em nenhuma das anélises realizadas.

Figura 4.7. Placas cromatograficas (CCD). (1) SQR empagliflozina, (2) amostra
empagliflozina, (3) amostra degradada em luz UVC (254 nm) durante 5 horas, (4) solucéo
placebo dos excipientes. Fase movel: acetato de etila:metanol (9:1, v/v). (A) Deteccdo luz UV.
(B) Detecgdo acido sulfarico 15% (V/V). (C) Detecgdo iodo metalico.

Com a revelagcdo por luz ultravioleta, muitos compostos sdo passiveis de serem
visualizados, por se tornarem fluorescentes quando expostos a essas radiacdes (comprimentos
de onda de 254 nm a 365 nm). Quando as substancias ndo sao fluorescentes, pode ainda ser
utilizado reagentes fluorescentes, e nesse caso observamos manchas escuras em um fundo claro.
Acido sulfurico é um revelador que necessita de aquecimento posterior & borrifacio, na faixa
de 100-120 °C, para que ocorra uma reacdo cromogénica (COLLINS; BRAGA; BONATO,
1990). A revelagdo com vapores de iodo é bastante utilizada para compostos organicos, e a

grande vantagem deste método é que o iodo é rapidamente eliminado da placa, muitas vezes
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através do aquecimento da placa. I1sso ocorre devido ao iodo se unir apenas as substancias,
exceto em compostos insaturados, aos quais ele pode se adicionar as insaturagdes (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 1990).

4.5.3 Eletroforese capilar (EC)

Eletroforese capilar € composta por diversas técnicas de separagdo eletrocinéticas, as
quais separam os analitos baseando-se, sobretudo, nas diferencas de mobilidade eletroforética,
do ponto isoelétrico, do tamanho molecular, da parti¢éo entre fases e ainda, na combinagao de
uma ou mais propriedades (FB 5, 2010). O método de separacdo por cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC), previamente desenvolvido para fins quantitativos, foi usado
como forma de identificar a empagliflozina nos comprimidos, pela comparacdo dos tempos de
migracao dos picos da SQR e amostra e sobreposi¢do dos espectros de UV, obtido pelo detector
de fotodiodos.

As anélises foram realizadas através da aplicagdo do método desenvolvido por MEKC
neste trabalho (sera apresentado no capitulo 2), utilizando o equipamento Agilent 3PCE (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemanha), equipado com amostrador automatico, detector de
fotodiodos, e controlador de temperatura. O software CE ChemStation B.04.03 foi utilizado
para aquisicdo e analise dos dados e as condi¢des utilizadas constam no Quadro 4.5.

Quadro 4.5. Condicdes utilizadas para identificacdo da empagliflozina por MEKC

Parametros Condicbes
Capilar Capilar de silica - 40 cm (comprimento efetivo) e 50 pm (d.i)
Temperatura 28 °C
Voltagem +28 Kv
Injecdo hidrodindmica 4 s - 50 mBar
Deteccéo 225 nm

Eletrélito de corrida Tris hidroximetil amino metano 20mM e SDS100 mM, pH 10 (1:1)
Padrdo interno Paracetamol

Legenda: d.i: didmetro interno; SDS: dodecil sulfato de sodio

Para o preparo da solucdo da SQR, foram pesados exatamente cerca de 10 mg, e
dissolveu-se com metanol, obtendo solugdo estoque 1000 pg/mL. Essa solugéo foi diluida com
agua ultrapura, para obter uma concentracéo de trabalho de 200 pg/mL. A solugéo estoque de
paracetamol (400 pg/mL), utilizada como padrao interno, foi preparada em agua ultrapura. Para
0 preparo da amostra, apos determinar o peso médio, pesou-se quantidade do pd dos
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comprimidos triturados equivalente a exatamente cerca de 10 mg de empagliflozina. Diluiu-se
com metanol, sonicou-se por e apos foi levado ao ultrassom por 10 minutos e centrifuga por
mais 10 minutos, obtendo uma solucéo estoque 1000 pg/mL. A partir dessa solucdo, para obter
uma solucdo 200 pg/mL, diluiu-se em agua ultrapura.

Observou-se a sobreposicdo dos picos da SQR e da amostra, 0s quais apresentaram
tempo de migracdo de quatro minutos (Figura 4.8). Além disso, houve sobreposicdo dos
espectros de UV, obtidos pelo detector de fotodiodos. Esses dados indicaram que ambos

correspondem a mesma substancia.

Figura 4.8. Eletroferograma da SQR (A) e amostra (B) de empagliflozina, na concentracdo de
100 pg/mL.
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4.6 CONCLUSOES

Na analise por DSC, foi possivel detectar a temperatura do ponto de fusdo, o qual esta
de acordo com o da literatura;

e Com o espectro da regido do UV foi possivel fazer a identificagdo do farmaco, e seus
méaximos de absorcdo, sendo que 0s espectros encontrados foram semelhantes aos

encontrados na literatura;

e O espectro de IV mostrou-se estar de acordo com as atribuicGes esperadas para a

molécula de empagliflozina;

e Na analise por espectrometria de massas foi possivel fazer a confirmagdo da massa

molecular da empagliflozina;
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e A cromatografia em camada delgada permitiu a identificacdo do farmaco, analisando
concomitantemente SQR, amostra e amostra degradada, visto que ainda ndo ha sistemas

descritos para o farmaco;

e Através da andlise do tempo de retencdo e deteccdo do UV a partir do método

desenvolvido por MEKC, foi possivel fazer a identificacdo e confirmacéo do farmaco.
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Abstract

The first method by micellar electrokinetic chromatography (MEKC) for the determination of
empagliflozin in tablets was developed and validated according to the ICH guidelines. The
optimized analytical conditions were separation in a fused silica capillary 50 pum x 40 cm at 28
°C, voltage +28 kV, hydrodynamic injection 4s (50 mBar), detection at 225 nm and paracetamol
as internal standard. The running electrolyte was a mixture of 20 mM
tris(hydroxymethyl)aminomethane (pH 10) and 100 mM sodium dodecyl sulphate (1:1). The
specificity was evaluated by the stress testing and the method was specific, with no interference
from the excipients or degradation product. Linearity was observed in the range of 50 to 150
pg/mL (r=0.9999). The method showed adequate accuracy (recovery value=100.60%),
precision (RSD values <2%) and robustness, which was evaluated by a full factorial design 2.
The degradation kinetic of the drug was evaluated under alkaline and acidic conditions and
first-order Kkinetic was observed in both conditions. The cytotoxicity of sample solutions
degraded by UVA and UVC radiation, alkaline and acid media were studied as well. A similar
cellular viability profile was observed with a slight decrease only in the samples degraded by
UVC radiation and basic medium.

Keywords: Empagliflozin. Capillary electrophoresis. Validation. Degradation Kinetics.

Cellular viability.
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1. Introduction

Empagliflozin (Figure 1) was approved by the FDA in 2014 for the treatment of
diabetes mellitus type 2. This drug is a potent and selective inhibitor of sodium-glucose
cotransporter 2 (SGLT-2), which is responsible for the glucose reabsorption through glomerular
filtration in the kidneys. This way, as a commom effect, empagliflozin reduces the renal
absorption and decreases the renal threshold for glucose, resulting in an increase in the glucose
excretion. In addition, there is a reduction in hyperglycemia, weight and blood pressure [1].

In general, empagliflozin is well tolerated; however, it should be used with caution in
patients with moderate to severe renal impairment, since it is metabolized in the renal pathway.
Most adverse effects are transient, and include headache, polyuria, thirst with dehydration and
hypotension, fungal urogenital infections, especially in women, and urinary tract infection
[2,3].

Analytical methods for the determination of empagliflozin in raw material and/or
tablets are described and include high performance liquid chromatography (HPLC) [4-7], ultra-
high performance liquid chromatography (UPLC) [8-10], ultraviolet (UV) spectrophotometry
[11-13] and liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS) [14].

Although many methods were developed, there are no current monographs for the
determination of empagliflozin API and tablets in pharmacopoeias, and methods by capillary
electrophoresis (CE) were not reported as well. Electrokinetic migration-based separation
techniques, such as electrophoresis, have complemented chromatographic techniques,
providing a further option for analytical instrumentation [15-17]. The advantages of this method
are: a green method capable of generating extremely small volumes of waste considering other
techniques; use of negligible volumes of solvents, which makes it a cheaper technique; easy to
operate and handle; fast separation, and lower cost of the capillary compared to HPLC columns
[18,17].

CZE is the simplest CE separation mode, applicable to analysis of ionizable molecules;
however, MEKC is a CE mechanism of separation, which is used for the separation of neutral
molecules, which cannot be separated by (CZE), as water-insoluble compounds [19]. In MEKC,
ionic surfactants are added to the running electrolyte at concentrations that provide the
formation of micelles, forming a two-phase system (electrolyte and micelles) [20].

This work aimed to develop the first stability indicating MEKC method to assay
empagliflozin tablets. Preliminary studies of drug stability were also developed using radiation,

temperature, and oxidative, alkaline and acidic media. Besides, it was evaluated the cytotoxicity
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of solutions containing empagliflozin and the degradation products got through forced
degradation studies.

2. Materials and methods

2.1 MEKC method development

2.1.1 Chemicals and reagents

Empagliflozin standard (purity 99.77%) was purchased from TripleBond Quality
Standards (Canada) and paracetamol, used as internal standard, was purchased from Galena
(Brazil). Gardening Jardiance® coated tablets containing 25 mg of empagliflozin (Boehringer
Ingelheim, Alemanha) were commercially obtained. Other reagents of reagent grade included:
tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS) (Prokaryms, Brazil), sodium dodecyl sulfate (Neon,
Brazil), methanol and sodium hydroxide (Dinamica, Brazil), hydrogen peroxide and
hydrochloric acid (Vetec, Brazil). Ultrapure water was obtained from a Milli-Q water
purification system (Milli Q Gradient System, USA) and was used for all analyses.

In the cytotoxicity study, dimethyl sulfoxide (DMSO), 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-
2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide2,5-diphenyl (MTT), phosphate buffered saline (PBS) and
trypsin-EDTA solution (170,000 U/L trypsin and 0.2 g/L EDTA) were obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Fetal bovine serum (FBS) and Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) with L-glutamine (584 mg/L) and antibiotic/antimicotic (50 mg/mL
gentamicin sulfate and 2 mg/L amphotericin B) were purchased from Vitrocell (Campinas, SP,
Brazil).

2.1.2 Instrumentation and analytical conditions

Analyses were conducted on an Agilent 7100°P CE instrument (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany), equipped with automatic sampler, photodiode detector and temperature
controller. The CE ChemStation B.04.03 software was used for data acquisition and analysis.

MEKC analyses were performed in a fused silica capillary, with 40 cm of effective
length (48.5 cm total length) and 50 pm of internal diameter (NST-Nano Separation
Technologies) at 28 °C. New capillaries were conditioned for 15 minutes with 1 M NaOH plus
15 minutes in water. At the beginning of each working day, the capillary was sequentially
preconditioned for 15 minutes with 0.1 M NaOH, water for 15 minutes and running electrolyte

for 15 minutes. In addition, to obtain the reproducibility of the migration time, the capillary was
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conditioned among injections, with 0.1 M NaOH for 3 minutes, water for 4 minutes and buffer
solution for 5 minutes. After the application of two injections, the running electrolyte was
replaced by a new buffer solution to avoid changes in the electroosmotic flow (EOF) and later
variations in the area and migration time. The sample was kept at room temperature and the
optimized conditions were: hydrodynamic injection of 50 mBar for 4 s; applied voltage +28
kV; detection at 225 nm using photodiode array detector (PDA).

2.1.3 Running electrolyte preparation

The running electrolyte was a mixture of buffer and surfactant, which were prepared as
the following: the buffer was obtained by dissolving the appropriate amount of TRIS in water
to obtain a 20 mM stock solution. Before adjusting the volume, the pH of the buffer solution
was adjusted to 10 by the addition of 1 M hydrochloric acid. As surfactant, a 100 mM sodium
dodecyl sulphate (SDS) was used. The running electrolyte was prepared with the 1:1 dilution
of buffer and surfactant, and the solution was filtered through a 0.22 mm Millex filter (Millipore

corp.) before the analysis.

2.1.4 Standard and sample solutions preparation

The standard solution was prepared by weighing 10 mg of empagliflozin and dissolving
it in methanol to obtain a stock concentration of 1000 pg/mL. This solution was diluted in water
to get a 200 pg/mL solution. The paracetamol stock solution (400 pg/mL) was prepared in water
and it was used as internal standard (1S).

To prepare the stock sample solution, 20 tablets were weighed to verify the average
weight and then they were grinded. A quantity of powdered tablets equivalent to 10 mg of
empagliflozin was transferred to 10 mL volumetric flasks. Approximately 5 mL of methanol
was added followed by sonication for 10 minutes and then the volume was adjusted with
methanol obtaining a 1000 pg/mL stock solution. After 10 minutes of centrifugation, an aliquot
was diluted with water to obtain the working concentration of 200 pg/mL.

The standard and sample working solutions were prepared by the mixture of 1 mL of IS
solution (paracetamol at 400 ug/mL) and 1 mL of the respective empagliflozin solution (200
pg/mL). The final concentrations were 100 pg/mL (empagliflozin) and 200 pg/mL

(paracetamol).
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2.2 MEKC validation
The proposed method was validated according to the ICH guidelines. The evaluated
parameters were: specificity, linearity, precision, accuracy and robustness [21]. A system

suitability test was performed according to USP 39 [22].

2.2.1 Specificity and forced degradation study

To evaluate the specificity parameter, several stress conditions were applied to the
sample solutions (n=2), such as: acid and alkaline hydrolysis, UVA and UVC light, oxidation
and temperature. After being exposed to all conditions, the dilutions were prepared in water to

obtain empagliflozin at 200 pg/mL. During analysis, the peak purity was verified.

Acid and alkaline hydrolysis: the degradations were performed with 2 mL of sample solution
(1000 pg/mL) exposed to 1 M HCI for 5 hours or 2 M NaOH for 2 hours to promote acidic and
alkaline hydrolysis, respectively. The solutions were kept at room temperature and after
exposure; they were neutralized with 1 M NaOH or 1 M HCI as required.

Oxidation: 2 mL of sample solution (1000 pg/mL) were exposed to 3% hydrogen peroxide for
10 days (240 hours) to promote oxidation.

Photostability: to evaluate the radiation effect, 2 mL of sample solution (1000 pg/mL) were
exposed to UVA light (365 nm) for 48 hours and UVC light (254 nm) for 5 hours in a
photostability chamber.

Thermal degradation: to evaluate the temperature effect, 2 mL of the sample solution (1000

pg/mL) were kept in an oven at 40 °C for 48 hours.

2.2.2 Linearity

Linearity was assessed by constructing three analytical curves, each one with five
concentrations of empagliflozin standard in the range of 50 to 150 pg/mL (50, 75, 100, 125 and
150 ug/mL), and a fixed concentration of IS (200 pg/mL). The standard curves were obtained
by plotting the ratio area (empagliflozin peak area/IS peak area) against empagliflozin
concentration. The method of least square regression and analysis of variance was used to
determine the MEKC method linearity (a=0.05).

The values for LOD and LOQ were calculated according to the USP equations: LOD=
3.3(o/ a) and LOQ= 10(c/ o), where o is the standard deviation of the y-axis intercept and o
corresponds to the mean slope, all obtained from three independent regression lines [22]. The

values were expressed as concentration (pg/mL).
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2.2.3 Accuracy

The method accuracy was evaluated by the addition of the standard solutions to the
sample solutions at three levels to obtain the final concentrations of 80, 100 and 120 pg/mL,
which correspond to 80, 100 and 120% of the usual analysis concentration. To obtain these
solutions, aliquots of 2.5 mL (200 pg/mL) of sample solution were added to three of 5 mL
volumetric flasks and then 0.6, 1.0 or 1.4 mL of standard solution (500 pg/mL) was added to
each flask. Before the analysis, the solutions were diluted with the IS reaching the desired final
concentration. Recovery values in the range of 100 £ 2% were considered acceptable and the

analyses were carried out in triplicate.

2.2.4 Precision

Precision was evaluated by repeatability (intra-day analysis) and intermediate
precision (inter-day analysis). Sample solutions were prepared as described in section 2.1.4,
and repeatability was assessed by the analysis of six independent samples prepared by a single
analyst and on the same day. Intermediate precision was assessed by the preparation of other
six independent samples on a second day. The relative standard deviation (RSD) was calculated

and values < 2.0 % were considered acceptable [21].

2.2.5 Robustness

To evaluate the robustness, a full factorial 22 design (2 levels and 3 factors) was
performed in a random order. Intentional changes were made in the SDS concentration (45 and
55 mM, optimal 50 mM), buffer pH (9.7 and 10.3, optimal 10.0) and voltage (+27 and +29 kV,
optimal +28 kV) which were identified as critical parameters to the reprodutibility of the
method. To carry out this series of planned experiments, standard and sample solutions at the
concentration of 100 pug/mL were used being prepared as described in section 2.1.4. The
evaluated response was the empagliflozin assay, calculated by comparison with the standard
solution in each condition. All experiments were performed in randomized order to minimize
the effects of uncontrolled factors that could bias the response. The experiment design and the
results were processed by Minitab®17; the statistical and significance of the effects were
evaluated by a Pareto chart.

As part of the robustness study, the stability of the standard solution was determined.
Stock solutions were stored in a refrigerator (2 °C to 8 °C) for 10 days. After this period, the
aliquots were diluted to the usual working concentration and the results were compared to

freshly prepared solutions.
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2.2.6 System suitability test

The system suitability test was performed to assure the resolution and reprodutibility
CE system [22]. It was evaluated by the analysis of six repeated injections of the standard
solution (100 pg/mL). The factors evaluated were symmetry, theoretical plates, migration time

and peak ratio.

2.3 Degradation Kkinetic study

The empagliflozin degradation rate in alkaline and acidic medium was studied as
following: 3 mL of 1000 pg/mL empagliflozin solution was added to 3 mL of 1 M sodium
hydroxide solution or 1 M hydrochloric acid. After 0, 72, 120, 144 and 192 hours of reaction
(0, 3, 5, 6 and 8 days, respectively), the solutions were neutralized as needed, diluted with water
to an estimated concentration of 300 pg/mL and the residual content was analyzed by the
MEKC method. The kinetic of the degradation reaction was determined by the graphic method,
plotting concentration versus time (zero order), In of concentration versus time (first order), and
reciprocal of concentration versus time (second order). The correlation coefficient was
calculated and the best fit was considered to establish the kinetic order. In addition, the half-life
(ts0%) was calculated from the value of k, and time for decomposition of 10% (teo%) [23]. Each
degradation condition was evaluated in duplicate.

The drug degradation was also studied under stress conditions in oxidizing medium
(3% H20.), UVA light (365 nm) and heating (40 °C). Degradation was conducted for 192 hours

(oxidizing medium and UV A radiation) and the heating effect was evaluated for 20 and 30 days.

2.4 Cytotoxicity study

The cytotoxic effects of non-degraded and degraded empagliflozin samples were
evaluated in 3T3 cells (murine Swiss albino fibroblasts) by MTT viability assay, which is a
measurement of cell metabolic activity and is based on the first described protocol [24]. The
degraded empagliflozin solutions were obtained by the exposure of the sample solutions to 1
mg/mL in the following conditions: alkaline medium (1M NaOH), for 24 and 168 hours; acidic
medium (1M HCI), for 24 and 168 hours; UVA radiation (365 nm), for 48 and 168 hours and
UVC radiation (254 nm), 2 and 10 hours. After the degradation procedure, the solutions were
diluted to reach the theoretical empagliflozin concentration of 25, 10 and 5 pg/mL. Non-
degraded samples of different concentrations (25, 10 and 5 pug/mL) were used as control for

each respective degraded samples.
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The 3T3 cell line was grown in DMEM medium supplemented with 10% FBS (v/v) at
37°C, 5% CO,. The cells were routinely cultured in 75 cm? culture flasks and harvested using
trypsin-EDTA when a confluence of about 80% was reached. Initially, the 3T3 cells were
seeded in the central 60 wells of a 96 well plate at a density of 1 x 10° cells/mL and incubated
for 24 h under 5% CO, at 3°C. After this period, the spent medium was replaced by 100 uL of
fresh medium supplemented with 5% FBS (v/v) containing the non-degraded or degraded
samples. The control cells were treated only with medium (containing 5% FBS, v/v). The cells
were exposed to each treatment for 24 h. After, the medium containing the samples was
removed followed by the addition of 100 uL of MTT tetrazolium salt (500 pg/mL dissolved in
FBS-free medium) to each well. Plates were further incubated for 3 h to allow the formation of
purple formazan crystals. Thereafter, these crystals were solubilized by the addition of 100 pL
of DMSO to each well followed by the stirring of the plate for 10 min at room temperature. The
solutions absorbance was measured at 550 nm in a microplate reader, model SpectraMax M2
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Each sample cytotoxicity was expressed as percentage
of viability regarding untreated control cells (the mean optical density of untreated cells was set
at 100% viability).

2.5 Statistical analysis

The experimental design and the statistical analysis of the robustness test were carried
out on Minitab® v.17 software (Minitab Inc., State College, PA, EUA) data analysis. Statistical
analysis of the cytotoxicity assays were performed using one-way analysis of variance
(ANOVA), with SPSS® v. 22 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), followed by Dunnett
post-hoc analysis.

3. Results and discussion

3.1 Method optimization

Our first attempt was to develop a separation by capillary electrophoresis (CZE),
because it represents the simplest technique used in CE [20]. Three types of buffer solutions
(sodium acetate, sodium bicarbonate and boric acid) were tested in different concentrations (10-
25 mM) and at different pH values (3.5-10.0). However, in the CZE technique the analyte must
be in the ionized form, and because the empagliflozin is a weak acidic drug with pKa 13.23,
even at the maximum pH allowed by the technique (pH 11) the molecule was partially ionized

making its ionization and detection very difficult.
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Thus, a micellar electrokinetic chromatography (MEKC) method was developed
because it is an analytical mode capable of separating both neutral and charged molecules [20,
25, 26]. Several conditions were tested with two buffer solutions (boric acid or TRIS in different
concentrations (10-30 mM) in a wide pH range (5.5-10), mixed with sodium dodecylsulfate
(SDS), tested at two concentrations (80 and 100 mM). In order to define optimal conditions,
parameters such as migration time, peak symmetry, area, shape and resolution among the peaks
of analyte internal standard were evaluated.

Boric acid, in all the analytical conditions, was associated to high currents, which
damaged the capillary. Then, TRIS was used due to the characteristics of being a biological
buffer, with large ions of low mobility, which can be used in high concentrations, without
causing excessive heat to the capillary, and consequently, not generating high currents to the
equipment [27, 20]. It was observed that higher the surfactant concentration was, better was the
symmetry of the peaks. In addition, the migration time was shorter as well, what is in
accordance with the literature [28, 16]. Organic solvents (methanol or acetonitrile, at 5% or
10% concentration) were added because they can increase the drug solubility providing a
shorter migration time [22]. Changes in temperature (25°C-30°C) and voltage (+20 kV to +28
kV) were performed and it was observed that higher values were related to the decrease in the
migration time of the analyte and internal standard. Different substances were tested as internal
standards to verify the most appropriate for the method. Paracetamol was the chosen one
because it is an acidic drug as empagliflozin, with good resolution among peaks and produced
a detector response similar to that produced by the analyte.

This way, the test results indicated that the following analytical conditions induced
adequate analytical response, which was defined for the analysis of the empagliflozin: running
electrolyte composed of 20 mM TRIS buffer, pH 10: 100 mM SDS (1:1 v/v); paracetamol as
internal standard; voltage +28 kV, which produced current values between 20 and 22 pA; 28
°C temperature; hydrodynamic injection of 4 s (50 mBar) and wavelength detection at 225 nm.
Under these conditions, the analyte and internal standard peaks showed adequate symmetry (1.0
and 1.1, respectively), good resolution (17.8) and migration time at about 4 and 2 minutes

(empagliflozin and paracetamol, respectively).

3.2 Method validation

3.2.1 Specificity
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Forced degradation assays were performed to evaluate the method’s ability to quantify
empagliflozin in the presence of excipients and degradation products. Stress testing should
result in at least 5-20% degradation and the complete sample degradation should be avoided
[29, 30]. Therefore, preliminary tests were performed to define the degradation conditions. Peak
purity was evaluated by a PDA detector equipped with CE. Empagliflozin was degraded in
alkaline and acidic medium, obtaining residual contents of 80.44% and 84.31%, respectively.
However, no additional peaks were observed (electropherograms not shown). Under UVA and
UVC radiation, after 48 and 5 hours of exposure, respectively, the residual content was 88.36%
and 76.06%, and additional peaks of degradation products were observed (UVA-3.6 minutes
and UVC-3.9 and 4.3 minutes) (Figure 1). Under heating, after 48 hours at 40°C, the
empagliflozin content decreased to 90.01% without additional degradation peaks
(electropherograms not shown). In the oxidizing medium, the degradation was evaluated during
10 days and a residual content around 92.3% was obtained. In all degradation conditions, the
empagliflozin peaks had a peak purity index >0.99 what indicated that there was no comigration

and consequently, the method was specific.

3.2.2 Linearity

The ratio between peak areas versus concentration resulted in a linear regression with
a correlation coefficient of r=0.9999 and linear equation y=0.0165x - 0.0558, where X is the
concentration and y is the area ratio. According to the statistical analysis performed by
ANOVA, it showed a significant linear regression (p<0.05) and non-significant linear deviation
(p> 0.05). Therefore, the analytical curve for empagliflozin was considered linear in the range
of 50-150 pg/mL.

The calculated LOD was 3.2 pg/mL and the LOQ was 9.6 pg/mL indicating that the

developed method has appropriate sensitivity for the intended analysis.

3.2.3 Precision

The repeatability (intra-day assay) was evaluated by the analysis of six samples, on the
same day and by the same analyst, and mean assay was 98.63+0.78 (RSD = 0.79%). The
intermediate precision (inter-day assay) was assessed by the analyses of other six independent
samples by a different analyst, which showed a mean assay of 99.08%+0.92 (RSD=0.93%).
Both repeatability and intermediate precision levels showed low RSD values (<2%) confirming

the good precision of the method. These results also indicated that the mean of the assay
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(98.86+0.84, RSD=0.85%, n=12) was in agreement with the label claim for empagliflozin
tablets.

3.2.4 Accuracy
The mean recovery was 100.60% with RSD 0.60%, indicating that it was within the
established recovery range (98-102%) and confirming the method accuracy (Table 1).

3.2.5 Robustness

The robustness was evaluated by a factorial 23 design, in duplicate, in a random order,
using the Minitab®17 statistical program. The factors commonly studied in capillary
electrophoresis include pH and composition of buffer or running electrolyte, applied voltage,
capillary length, temperature and other characteristics [31]. We evaluated the voltage effect,
temperature and surfactant concentration because during preliminary tests of the method
development they demonstrated great influence on results.

It was observed small variations of empagliflozin assay, as well as in the peak symmetry
and migration time. Values of peak symmetry ranged from 1.0 to 1.13; empagliflozin migration
time from 3.7 to 4.58, and assay from 99.04% to 100.86%. The significance of the factors was
evaluated through Pareto chart (Figure 2), which consists of bars with a proportional length to
the absolute value of the estimated effect, divided by the pseudo standard error defined by Lenth
(Lenth's PSE) [32]. The codes A, B and C correspond to the evaluated factors, voltage, buffer
pH and surfactant concentration. When an interaction among two or more factors occurs, a bar
with this combination is indicated. From these results, it was concluded that none of the factors
or combinations of factors produced significant changes in the results, indicating the robustness
of the developed method.

The stability of the standard stock solution (1000 pg/mL), stored at 2-8 °C, was
evaluated by the assay against a freshly prepared solution. The assay of the 10-day-old
empagliflozin stored in a refrigerator was 99.6%. However, the assay on the 23 day gave an

empagliflozin content of 95.8%, indicating that degradation occurred.

3.2.6 System suitability test

The system suitability was assessed through six repeated injections of the standard
solution at a concentration of 100 pg/mL. The parameters evaluated were symmetry, 0.97
(RSD=2.58%), theoretical plates 33143 (RSD=4.87%), migration time 4.33 (RSD=0.98%) and
peak ratio 1.62 (RSD=0.88%).
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3.3 Degradation kinetic study

The stability of empagliflozin solutions was studied observing the following
conditions: alkaline, acid and oxidant media, radiation (UVA) and temperature (40 °C). As
shown in Figure 3, the degradation is more intense in alkaline and acid media. In these
conditions, empagliflozin degradation reached >50% after 8 days of reaction. Data were plotted
according to zero, first and second order kinetic, the correlation coefficient was calculated and
the closest to the unity was considered to establish the kinetic order [23]. The degradation
follows first order kinetics for both conditions tested, since there is a linear relationship between
the logarithm of the residual concentration versus time. In alkaline medium it was obtained an
r=0.9893 in and r=0.9859 acidic medium. The rate constant order (k) was determined by the
graphic equation and the values obtained was 0.004292 pg/mL and 0.004171 pg/mL (alkaline
and acidic media, respectively). From this data, the teox (time for 10% decomposition) and the
tso% (time for 50% decomposition) were calculated. In alkaline condition, the following values
too%=24.7 h and ts0%=161.5 h were obtained, and in acidic medium the values were to0%=25.4 h
and ts00=166.1 h.

The exposure to the oxidant medium during 8 days reduced the empagliflozin content
t0 93.2 + 0.97% and under UVA radiation, the content reduced to 70.1% + 1.75%. At 40°C the
degradation was slower and after 30 days, the empagliflozin content reached 77.52 + 1.73%. In
these three conditions the degradation kinetic was not determined, since the drug content did
not reached values >50%, which is the recommended value to calculate the degradation

parameters [33].

3.4 Cytotoxicity
The effect of non-degraded and degraded empagliflozin samples on the cellular
viability of 3T3 cells was evaluated by MTT viability assay. The degradation of empagliflozin
was achieved by the exposure of the sample solutions to alkaline medium, acidic medium, UVA
and UVC radiation. Two reaction times in each degradation procedure were used aiming to
obtain different amounts of degradation products. Non-degraded samples at 25, 10 and 5 pg/mL
were prepared and used as control for each tested concentration. Figure 4 shows the average
cell viability (%).
All the solutions presented a slight cytotoxicity, even the non-degraded samples. Sample
solutions exposed for 10 hours to UVC radiation, in the concentration of 25 or 10 pg/mL,
decreased the cell viability, as well as the solutions obtained by alkaline hydrolysis, at 10 pug/mL

(p<0.05). The cell viability was not affected by the solutions containing greater levels of
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degradation products, demonstrating that no significant differences were observed between the

two exposition times in each condition.

4. Conclusion

The method proposed by MEKC was the first method by capillary electrophoresis
developed for the analysis of empagliflozin. The method showed to be specific, linear, precise,
accurate and robust, allowing the quantification of empagliflozin, without the interference of
excipients or degradation products. The empagliflozin degradation occurred only after several
hours of reaction and with the use of strong reagents, suggesting its good stability. The in vitro
cytotoxicity assay demonstrated that most of the degraded sample solutions induced no

cytotoxic effect under the studied conditions.

5. Acknowledgements
The authors thank CNPg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico) for the research fellowships.

6. References

[1] Jojima, T., Tomotsune, T., Lijima, T., Akimoto, K., Suzuki, K., Aso, Y., Diabetes Metab.
Syndr. 2016, 8(45), 1-11.

[2] Cersosimo, E., Herrera-Solis, C., Triplitt, C., J. Brazilian Nephrology 2014, 36(1), 80-92.

[3] Milech, A., Oliveira, J.E.P., Vencio, S., Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes,
Séo Paulo 2016.

[4] Geetha, P. S., Lakshmana, K.R., Prasad, K.R.S., Suresh, K.B., Asian J. Pharm. Clin. Res.
2016, 9(1), 126-135.

[5] Ghany-Abdel, M.F., Aziz-Abdel, O., Ayad, M.F., Tadros, M.M., Acta Chromatogr. 2017,
29(4), 448-452.

[6] Padmaja, N., Veerabhadram, G., Int. J. Pharm. Sci. Res. 2016, 7(2), 724-727.

[7] Shyamala, K., Nirmala, J., Mounika, Nandini, B., Pharm. Lett. 2016, 8(2), 457-464.
[8] Ayoub, B.M., RSC Adv. 2015, 5, 95703-95709.

[9] Gopal, N.M., Sridhar, C., Int. J. App. Pharm., 9(3) 2017, 45-50.

[10] Padmaja, N., Veerabhadram, G., Oriental Journal of Chemistry 2017, 33(4), 1949-1958.
[11] Ayoub, B.M., Spectrochim. Acta A. Mol. Biomol. Spectrosc. 2016, 168, 118-122.



62

[12] Padmaja, N., Veerabhadram, G., Pharm. Lett. 2015, 7(12), 306-312.

[13] Ayoub, B.M., J. AOAC Int. 2017, 100(4), 985-991.

[14] Ayoub, B.M., Mowaka, S., J. Chromatogr. Sci. 2017, 55(7), 742-747.

[15] Watson, D.G., Pharmaceutical Analysis. Edinburgh 2005.

[16] Rizvia, S. A. A., Dob, D. P., Salehc, A.M., Eur. J. Chem. 2011, 2, 276-281.
[17] Barden, A.T., Piccoli, B.L., Volpato, N.M., Steppe, M., Anal. Methods 2013, 5.
[18] Altria, K.D., J. Chromatogr. A. 1999, 856, 443-463.

[19] Hancu, G., Simon, B., Rusul, A., Mircia, E., Gyéresil, A., Adv. Pharm. Bull. 2013, 3(1),
1-8.

[20] Tavares, M. F. M., Quim. Nova 1997, 20(5), 493-511.

[21] ICH. Harmonised Tripartite Guideline: Guideline on Validation of Analytical Procedure-
Q2 (R1); 2005.

[22] USP 39. Rockville, United States Pharmacopeial Convention; 2016.
[23] Yoshioka S., Stella, V. J., Stability of Drugs and Dosage Forms., New York 2002.
[24] Mosmann, T., J. Immunol. Methods. 1983, 65, 55-63.

[25] Pyell, U., Electrokinetic Chromatography, Theory, Instrumentation e Applications,
Wiley 2006.

[26] Terabe, S., Procedia Chem. 2010, 2, 2-8.
[27] Gomori, G., Methods Enzymol. 1955, 1, 138-146.
[28] Vinther, A., Soeberg, H., J. Chromatogr. Sci. 1991, 559, 21-42.

[29] Alsante, K.M., Ando, A., Brown, R., Ensing, J., Hatajik, T.D., Kong, W., Tsuda, Y.,
Adv. Drug Deliv. Rev. 2007, 59, 29-37.

[30] Brasil. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. RDC n° 53 de 04 de dezembro de
2015.

[31] Dejaegher, B., Heyden, Y.V., J. Chromatogr. A. 2007, 1158, 138-157.
[32] Lenth, R.V., Technometrics 1989, 31(4), 469-473.

[33] LACHMAN, L.; DELUCA, P.; AKERS, M. J. Teoria e pratica na industria
farmacéutica, Lisboa 2001.



7. Figure subtitles

Figure 1: Chemical structure of empagliflozin and electropherograms from empagliflozin
solutions exposed to stress testing. (A) empagliflozin standard solution. (B) non-degraded
empagliflozin sample solution; (C) empagliflozin sample solution after exposure to UVA light
(48 h); (D) empagliflozin sample solution after exposure to UVC light (5 h). EOF: eletroosmotic
flow; IS: internal standard; DP1: degradation product 1; DP2: degradation product 2; DP3:

degradation product 3.

Figure 2: Pareto plot of standardized effects (response is assay; 0a=0.05)

Figure 3: Stability of empagliflozin solutions on stress test, evaluated on an 8-day period.

Figure 4: Mean cell viabilities (%) of the degraded samples analyzed in two different times
and three concentrations, using 3T3 cells and MTT assay. *significant response compared to

the respective non-degraded sample (p<0.05).
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Table 1: Recovery results for the MEKC method
Level (%) Concentration  Concentration recovered Mean RSD
added (ug/mL) + SD (pug/mL)? recovery (%) (%)
80 30 30.03+0.09 100.10 0.28
100 50 50.20£0.19 100.40 0.38
120 70 70.91+0.16 101.30 0.23

aMean of three independent analyses
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CAPITULO 11l - ARTIGO Il - Development and validation of a spectrophotometric UV
dissolution method for empagliflozin tablets

Publicacdo cientifica a ser submetida ao periddico “Brazilian Journal of Pharmaceutical
Sciences”
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Abstract

This study aimed to develop and validate the first dissolution method for empagliflozin
coated tablets by UV spectrophotometry. After evaluation of the sink condition, stability of the
drug, dissolution medium and rotation speed, the optimized conditions were obtained and
include USP apparatus Il (paddles), with rotating speed of 40 rpm, 900 mL of 0.025 M
phosphate buffer pH 6.86 medium, at 37°C £ 0.5. With these conditions, a dissolution profile
with good discriminative power was obtained. The UV-method with detection at 225 nm was
validated according to USP 39, by the parameters of specificity, linearity, accuracy and
precision and the results obtained indicated the suitability of the procedure. Since there is no
official monograph for empagliflozin tablets, the dissolution method developed can be used in

the bathc-to-batch evaluation, contributing to the quality control of this pharmaceutical product.

Kewyords: Empagliflozin. Dissolution test. UV spectrophotometry. Coated Tablets.
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INTRODUCTION

Diabetes mellitus type 2 (DM2) is a chronic progressive metabolic disease,
characterized by hyperglycemia, caused by deficiency of insulin production by pancreatic 3
cells (Tahara et al., 2017). Empagliflozin (Figure 1) belongs to the class of sodium-glucose 2
cotransport inhibitors, and due to this action mechanism, decreases glucose reabsorption in the
proximal tubule and increases the glucose excretion via urine (GUPTE; UMBARKAR; LAL,
2017). It is a recently approved drug used to treat type 2 diabetes mellitus and, in addition to
promoting the reduction of hyperglycemia, is able to cause weight loss, reduce blood pressure
and decrease cardiovascular death (Sattar et al., 2017; Gupte; Umbarkar; Lal, 2017).

Several analytical methods for the determination of empagliflozin in raw material
and/or tablets were reported by HPLC (Geetha et al., 2016; Ghany Abdel et al., 2017; Padmaja;
Veerabhadram, 2016; Shyamala et al., 2016), UPLC (Ayoub, 2015; Gopal; Sridhar, 2017;
Padmaja; Veerabhadram, 2017), UV spectrophotometry (Ayoub, 2016; Padmaja;
Veerabhadram, 2015; Ayoub, 2017) and LC-MS/MS (Ayoub; Mowaka, 2017). However, there
are no compendial monographs for evaluation of empagliflozin, both in tablets or in raw
substance.

The dissolution test is used for the purpose of evaluating, in vitro, the release of a drug
from solid or semi-solid dosage forms, including tablets and immediate/sustained release
capsules (USP 39, 2016). The importance of this test is based on the fact that the rate and
extension of drug absorption depend on its dissolution from the dosage form. The test is used
to evaluate the quality and the 1ot-to-lot product release performance, to detect manufacturing
deviations and is an important study in the development of new formulations (Qingxi; Ma;
Higgins, 2006; Taskeen; Tirunagari; Qureshi, 2017). According to the biopharmaceutical
classification system, empagliflozin is considered a class Il drug (Macha et al., 2013).

Considering the lack of compendial monographs, it is important to develop and validate
methodologies for analyzing pharmaceutical products containing empagliflozin, and
performing the dissolution test will enable the evaluation of the release of the active substance
from the formulation and is equally important to ensure reproducibility between batches.
Therefore, the objective of this work is to present the first dissolution method for empagliflozin
coated tablets, by a simple UV-method, valitaded by the current guidelines (USP 39, 2016).
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MATERIAL AND METHODS

Chemicals

Empagliflozin reference substance (purity 99.77%) was purchased from TripleBond
(Canada). Jardiance® coated tablets (Boehringer Ingelheim of Brazil Chemicals and
Pharmaceuticals Ltda.) containing 25 mg of empagliflozin were obtained commercially. The
excipients lactose monohydrate, microcrystalline cellulose, hiprolysis, croscarmellose sodium,
silicon dioxide, magnesium stearate, hypromellose, titanium dioxide, talc, macrogol and iron
(yellow) oxide were obtained from different local distributors. Methanol, sodium hydroxide
and monobasic potassium phosphate were purchased from Dindmica (Brazil) and dibasic
sodium phosphate from Neon (Brazil). Ultrapure water was obtained from a Milli-Q water
purification system (Milli Q Gradient System, USA). The 0.025 M phosphate buffer solution
pH 6.86 was prepared according to Brazilian Pharmacopeia (FB 5, 2010), and the dissolution

media was sonicated for 15 minutes prior to use.

Instrumentation and analytical conditions

The dissolution test was performed in a multi-bath PharmaTest dissolution system
(n=6), according to the general chapters of USP 39. For the absorbance measurements, a UV-
VIS Shimadzu spectrophotometer was used (UV-1800), at 225 nm.

For the determination of solubility and sink condition, and the stability of the sample
solution, a micelar electrokinetic chromatography (MEKC) method, which was previously
validated by our group, was used. The analysis was developed in an Agilent 3°CE instrument
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany), equipped with an automatic sampler,
photodiode detector, and temperature controller. CE ChemStation B.04.03 software was used
for data acquisition and analysis. The analytical conditions were a fused silica capillary of 40
cm in effective length and 50 um of internal diameter (NST-Nano Separation Technologies),
in a temperature of 28°C, hydrodynamic injection of 50 mBar for 4 s; voltage of +28Kv;
detection at 225 nm using photodiode array detector (PDA). All the sample solutions were

filtered with a nylon filter (0.45 pm x 13 mm, Allcrom, Brazil) before the assay.

Determination of Sink Conditions
The sink conditions of empagliflozin were evaluated in 0.1 M and 0.01 M HCI, 0.05 M
acetate buffer pH 4.5, 0.025 M phosphate buffer pH 6.86, 0.5% sodium lauryl sulfate (LSS);

and ultrapure water. To evaluate the sink condition, an excess of empagliflozin reference
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substance was added in a tube containing 1 mL of each medium and shaked for 5 minutes.
Then, the solutions were mantained at 37°C £ 0.5°C for 4 hours and shaked every 1 hour/1

minute. After this time, the solutions were filtered and analyzed by the MEKC method.

Dissolution Test Conditions

A screening with dissolution media and agitation apparatus were performed to select
the appropriate conditions. The dissolution test was evaluated according to USP 39, using
apparatus Il (paddles), at 40 rpm. After dissolution optimization, the chosen dissolution medium
was 900 mL of phosphate buffer 0.025 M pH 6.86, which was degassed in ultrasonic bath and
maintained at 37°C + 0.5. Aliquots of 10 mL were collected manually at 3, 5, 10, 15, 30, 60 and
90 minutes, immediately filtered in a 0.45 pum membrane filter and analyzed without
subsequently dilution, obtaining the final concentration of 27.77 pg/mL. As empagliflozin
coated tablets are immediate releasing, the earlier time points was used to provide more
discriminating power of the method (Paim et al., 2010; USP 39, 2016). The percentage of drug
dissolved was determined by UV-spectrophotometry, at 225 nm, using the dissolution medium
as blank.

The reference substance solution was prepared by weighing 10 mg of empagliflozin,
wich was transferred to a 10 mL volumetric flask. Five mililiters of methanol were added, the
mixture was sonicated by 10 minutes, and the volume was made up with the same diluent in
order to obtain a 1 mg/mL solution. Subsequently, this solution was diluted with the dissolution

medium to 27.77 pg/mL and filtered in a 0.45 um membrane filter before analysis.

Validation of Dissolution Method
In order to evaluate whether the spectrophotometric method was suitable for the

proposed dissolution test, the method was validated according according to USP 39 (2016),
evaluating the parameters of stability, specificity, linearity, precision, accuracy and filter
suitability, according to USP 39 (2016).

Stability of empagliflozin solutions

The stability of empagliflozin solutions at 50 pg/mL, in 0.025M phosphate buffer pH
6.86, was evaluated by the MEKC method, described in section 2.2. Reference substance and
sample solutions (n=2 for each solution) were analyzed at 0, 2, 6 and 24 h after preparation and
the decrease on peak areas, peak purity and degradation products occurrence were checked.
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Filter suitability

The filter evaluation is necessary to determine the possibility of drug adsorption and
the ability of the filter in the remotion of insoluble excipients that may otherwise cause high
background or turbidity (USP 39, 2016). The reference substance solution at 1 mg/mL was
prepared as described at section 2.4 and further diluted to 27.77 pg/mL. After dilution, the
absorbance between unfiltered and filtered solutions by nylon filter, was compared.

For sample solution, a stock solution was prepared using the equivalent to 10 mg of
empagliflozin of the powdered tablets, which was diluted with 5 mL of methanol and sonicated
by 10 minutes. Then, then the volume was made up to 10 mL with methanol, obtaining a 1
mg/mL solution. Aliquots of this solution were withdrawn, filtered in quantitative filter, diluted
to 27.77 pg/mL with 0.025 M phosphate buffer pH 6.86 and then filtered. For a filter to be
acceptable for use, the results of the filtered portions need to approach 98-102% of the original
concentrations of the unfiltered solutions (USP 39, 2016). Solutions were filtered a 0.45 um
pore size nylon filter (Allcrom, Brazil).

Specificity

A placebo containing the equivalent weight of each excipient in their usual
concentration in the empagliflozin tablet was prepared and transferred to separate vessels
containing 900 mL of medium (n=3) at 37 °C £ 0.5, and stirred at 150 rpm using paddles, for 1
hour. In the end, 10 mL aliquots of these solutions were collected, filtered with nylon membrane
and scanned in the range of 200 to 400 nm. The stimated concentration of the excipients, listed
in the “Chemicals” section, was based on the literature (Kibbe, 2000). The interference was
calculated by calculating USP 39 (2016): 100.C (Ar/As).(V/L), where C is the concentration,
in mg/mL, of the standard; AP and AS are the absorbances of the placebo and the standard,
respectively; V is the volume, in mL, of the medium; and L is the label claim, in mg. The

interference should not exceed 2%.

Linearity

The stock solution of emplaglifozin reference substance at 1 mg/mL, prepared in
methanol, was diluted to 250 pg/mL with the dissolution medium. From this solution, three
independent calibration curves containing empagliflozin at 5, 10, 15, 20, 25 and 35 pg/mL in
the dissolution media were prepared and analyzed at 225 nm. The linearity was verified by
linear regression analysis, which was calculated by at least square regression method and

analysis of variance (ANOVA), in a 5% significance level.
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Accuracy

The accuracy of the method was assessed by the recovery of known amounts of
empagliflozin reference substance added to a vessel containing the excipients diluted in the
dissolution media. For the assay, a 5 mg/mL solution was prepared, which was weighed 250
mg of empagliflozin and transferred to a 50 mL volumetric flask with methanol. From this
solution (5mg/mL) aliquots of 1, 5 and 6 mL, were transferred to vessels containing 900 mL
of dissolution medium, pre-heated at 37°C + 0.5 and stirred for 90 minutes at 40 rpm. After
that, 10 mL of each vessel were collected, filtered and analyzed by spectrophotometer at 225
nm. Final concentrations were 5.55, 27.77, 33.33 ug/mL, corresponding to 20, 100 and 120%

of the nominal assay concentration.

Precision

Precision was determined by repeatability and intermediate precision. The
repeatability was evaluated from the relative standard deviation (RSD %) of the data obtained
in the linearity study, through the replicate measurements of empagliflozin reference substance
(n=6/concentration, 6 concentrations). Intermediate precision was evaluated by the RSD of the
percentage of drug dissolved, obtained by the the execution of the dissolution profile in different

days by two analysts.

RESULTS AND DISCUSSION

Determination of Sink Conditions and Dissolution Conditions

Empagliflozin is an immediate release drug, and the biopharmaceutical classification is
class Il (high solubility and low permeability). An important step to select the dissolution
medium is the determination of the sink condition, which is defined as the volume of medium
at least three times greater than the required to dissolve the dose of the drug being tested (USP
39, 2016). Sink conditions were evaluated with 0.1 M HCI pH 1.3, 0.01 M HCI pH 1.8, 0.05
M acetate buffer pH 4.5; 0.025 M phosphate buffer pH 6.86; 0.5% sodium lauryl sulfate (LSS)
and ultrapure water. Sink condition was observed with all the media tested, reaching
concentration of empagliflozin higher than 83.33 pg/mL. However, the higher values were
obtained with 0.01 M HCI, 0.025 M phosphate buffer pH 6.86 and LSS 0.5%, which were
selected to the development of the dissolution test.

Using paddles at 50 rpm and 900 mL of each medium, a fast release of the drug was
observed, which was more evident with 0.5% LSS, without discriminative dissolution profile

(Figure 2A). In addition, 0.5% LSS was associated to foam and large variability of the results.
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Based in these data, the rotation speed was reduced to 40 rpm, the aliquots were withdrawn at
3, 5, 10, 15, 30, 60 and 90 minutes, and the chosen media were 0.01 M HCI and 0.025 M
phosphate buffer pH 6.86, aiming to obtain a better discriminative method. The results of these
dissolution profiles are presented at Figure 2B, and the percentual values of dissolution are
shown in Table I.

It was observed that with 0.01M HCI the total release of the drug was not reached. Thus,
based on the dissolution profiles obtained, the 0.025 M phosphate buffer pH 6.86 medium was
chosen (900 mL at 37 °C = 0.5). Aiming to define the rotation speed, an additional test was
developed comparing 40 and 50 rpm (Figure 3). It was observed that with 50 rpm, 100% of
empagliflozin was dissolved in 15 minutes; conversely, with 40 rpm a better discrimative
profile was obtained, reaching dissolution values of 85.7% at 15 minutes and 100% at 60
minutes. For immediate release drugs with highly soluble substances (class I and class 11), the
acceptance criterion is that >85% is dissolved within 15 minutes of assay, and complete release
of the drug is normally expected within 60 to 90 minutes (Hermans et al., 2017). Both
conditions were observed with the 0.025 M phosphate buffer pH 6.86 and rotation speed of 40

rpm.

Validation of the UV dissolution method

As initial step of the validation, adsorption of empagliflozin onto the filter was
evaluated. Our first attempt was to filter the solutions with a qualitative filter, but the excipients
were not completely removed and showed interference mainly on the first times points of the
dissolution profile. Then, a 0.45 um-nylon membrane was used and a comparison between
unfiltered and filtered solutions showed empagliflozin recovery values of 99.65%z+0.28
(reference substance solution) and 99.47%+0.13 (sample solution), indicating that no
adsorption occurred.

The stability of the drug in the dissolution medium was evaluated by MEKC, up to 24h.
The range for acceptable drug stability in the dissolution medium is 98-102% of the initial value
(USP 39, 2016). Empagliflozin content in the dissolution medium was 98.66% = 0.95 and
98.24% = 0.09 at 24h, for reference substance and tablets, respectively. Also, all the peaks
showed purity index near 1.0 and no extra peaks in the electropherograms were evidenced.
According to these results, the drug remained stable up to 24 hours exposure to 0.025 M
phosphate buffer pH 6.86.
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Specificity was evaluated by the placebo analysis (n=3), and the placebo interference
was calculated. The obtained value was 1.63%, which met the requirements (<2%) (USP 39,
2016).

Linearity is established by the analysis of solutions at concentrations ranging from the
below the lowest expected concentration and above the highest concentration during release
(USP 39, 2016). The lowest concentration level of the calibration curve was 5 pg/mL, wich is
below to the lowest release value of the dissolution profile (44%, correspondent to 12 pg/mL).
The method shown to be linear in the concentration range of 5 to 35 pg/mL, with a correlation
coefficient of r=0.9997 and the equation y=0.0461x + 0.0137. Data were evaluated through
ANOVA, which showed significant linear regression (p<0.05) and non-significant linearity
deviation (p>0.05).

The accuracy was evaluated by the recovery test, in the concentration range of 20%,
100% and 120% of the theoretical concentration. For each concentration of empagliflozin, three
determinations were performed. The mean recovery was 95.89%, with RSD 1.07%. These
values are within the range recommended for accuracy, that is 95-105% (USP 39, 2016),
confirming the accuracy of the method (Table II).

The precision of the dissolution method was evaluated through repeatability and
intermediate precision. Repeatability was measured from the linearity results, and RSD values
between 1.73% and 1.98% were obtained, which are in accordance with the recommended value
(<2%) (USP 39, 2016). Intermediate precision was evaluated by the dissolution profiles
obtained in different days (Table I11), and were also considered acceptable, obtaining values of
RSD <10% in points with <85% dissolution and <5% in points with> 85% (USP 39, 2016).

CONCLUSIONS

In this study, a dissolution method for empagliflozin tablets was developed and
validated, according to USP 39 (2016). The drug release profiles were evaluated, and the
method presented discriminative power in the selected dissolution medium. Final conditions
are 900 mL of 0.025 mM phosphate buffer pH 6.86 as dissolution medium, at 37+£0.5°C, with
paddles at 40 rpm. The UV method showed to be specific, linear, precise and accurate and then,
the proposed dissolution procedure can be used in the routine quality control of empagliflozin
tablets.
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Figure legends

Figure 1 - Chemical structure of empagliflozin

Figure 2 - Dissolution profiles of empagliflozin tablets: (A) 0.025 M phosphate buffer pH 6.86,
0.01 M HCI, 0.5% LSS using apparatus Il at 50 rpm, in 900 mL medium. (B) 0.025 M phosphate
buffer pH 6.86, 0.01 M HCI, using apparatus Il at 40 rpm, in 900 mL medium.

Figure 3 - Dissolution profiles with 0.025 M phosphate buffer pH 6.86 medium, using rotation
values of 40 rpm and 50 rpm.
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TABLE | - Percentual values of the dissolution profiles of empagliflozin tablets 25 mg (n =6),
developed in 0.025 M phosphate buffer and 0.01M HCI

Time 0.025 M phosphate buffer RSD 0.01 M HCI RSD

(min) pH 6.86 (dissolution %) (dissolution %)
3 48.62 5.62 44.20 6.70
5 64.91 5.74 70.02 1.83
10 81.65 7.11 86.55 1.40
15 85.75 7.54 89.36 1.67
30 90.74 7.42 88.98 1.86
60 98.70 4.77 87.34 1.49
90 100.50 5.23 86.03 1.85




TABLE |1 - Results of recovery for the UV method
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Level (%) Concentration  Concentration recovered Mean RSD
0,
added (ug/mL) + SD (pg/mL)? recovery (%) (%)
20 5.55 5.38+0.07 97.00 1.25
100 27.77 26.38+0.07 95.19 0.26
120 33.33 31.75%0.16 95.48 0.50
aMean of three independent analysis
TABLE |11 - Intermediate precision results of the dissolution method (n=6/time)
Time Day 1 Day 2 RSD (%)
(minutes) dissolution (%)? dissolution (%0)? between days”®
3 47.88 49.12 1.808
5 69.70 65.78 4.092
10 81.65 82.86 1.040
15 90.96 88.69 1.787
30 96.13 93.54 1.931
60 98.70 96.74 1.418
90 101.45 100.11 0.940

2 n=6/time; °: n=12/time
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7. DISCUSSAO GERAL
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7. DISCUSSAO GERAL

A empagliflozina foi aprovada em 2014 pelo FDA como uma nova terapia para o
tratamento do DM2. E comercializada em forma de comprimidos de 10 mg e 25 mg, e ainda
sdo inexistentes monografias farmacopeicas deste farmaco tanto como matéria-prima como
comprimidos.

Este trabalho foi iniciado pela caracterizacdo da matéria-prima, atraves dos seguintes
testes: calorimetria exploratoria diferencial, analises por espectrofotometria no UV e IV e
espectrometria de massas. O conjunto de resultados atestou a identidade da matéria-prima, que
passou a ser usada como substancia quimica de referéncia (SQR). Cabe ressaltar que esses
dados séo inéditos e poderdo servir de apoio para estudos posteriores.

Na sequéncia, foram realizados testes de identificacdo para os comprimidos de
empagliflozina, pelas técnicas de espectrofotometria no UV, eletroforese capilar e CCD. No
método espectrofotométrico, buscou-se a analise por solventes aquosos, tendo sido possivel
resultados adequados pelo uso de HCI 0,1 M, metanol e &gua como diluentes da solucdo final.
Pela eletroforese capilar, a comparagdo dos tempos de migracao e a sobreposicao dos espectros
dos picos do padrdo e amostra também identificaram a empagliflozina nos comprimidos. Por
fim, foi desenvolvido um sistema cromatografico para analise por CCD, com o0 uso de diferentes
modos de revelacdo. A revelacdo com iodo metélico, que foi 0 mais simples dos reveladores
testados, mostrou-se o mais adequado, pois detectou inclusive o produto de degradacdo da
empagliflozina.

Considerando as vantagens ja mencionadas da eletroforese capilar, um dos objetivos
desse trabalho foi desenvolver e validar o primeiro método por esta técnica, pelo uso da
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), visto que todas as tentativas de desenvolvimento
por eletroforese capilar de zona livre (CZE), a técnica mais simples de EC, resultaram sem
sucesso. Na MEKC, tensoativos ibnicos sdo adicionados ao eletrdlito de corrida, em
concentragOes que proporcionem a formacéo de micelas, formando assim um sistema de duas
fases (eletrolito e as micelas) (TAVARES, 1997; PYELL, 2006; TERABE, 2010). Nesta
modalidade, foram testadas duas solucgdes tampdes associadas ao tensoativo dodecil sulfato de
sodio (SDS), em diferentes concentracdes e diferentes valores de pH, fazendo mudancas nos
parametros que o equipamento oferece.

Nesse sentido, mudancas na voltagem refletiram em alteracbes na corrente do
equipamento, sendo que valores altos de voltagem ocasionaram quebra dos capilares. Em

relagdo a temperatura, valores maiores de temperatura propiciaram reducdo no tempo de
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migracdo, conforme esperado (VINTHER; SOEBERG, 1991). Avaliou-se também a faixa
6tima de pH para analise, considerando as caracteristicas dos tampdes usados e o limite do
equipamento, que é de no maximo 11,0. O tampao escolhido, tris hidroximetil amino metano,
pode ser utilizado em altas concentragcdes, sem gerar calor excessivo, propriedade que foi
relacionada as baixas correntes observadas durante a analise (GOMORI, 1955; TAVARES,
1997), as quais evitaram danos no capilar. Por fim, verificou-se que a medida que a
concentracdo de SDS aumentava, os valores de simetria e tempo de migragdo melhoravam.

O método por MEKC foi validado (ICH, 2005), conforme demonstrado no
MANUSCRITO 1. As condicdes otimizadas permitiram a obtengédo de picos bem resolvidos,
boa simetria e tempo de migracdo de quatro minutos, com tempo total de analise de seis
minutos. Os estudos de degradacdo forcada indicaram que o método é especifico, tendo sido
observados picos relativos a produtos de degradacdo apenas nas condicoes de fotdlise (luz UVA
e UVC). Nas outras condi¢fes houve apenas reducdo da area do pico, sem surgimento de picos
extras. O método foi linear na faixa de 50-150 pg/mL, exato (percentual de recuperacdo
médio=100,60% = 0,60), e preciso (valores de DPR < 1,0%). A fim de avaliar a robustez, foram
feitas pequenas alteracdes do processo analitico, na concentracdo do tensoativo, pH do tampéo
e voltagem. Observou-se que nenhum fator Ginico ou a combinacéo de fatores levou a resultados
fora dos limites aceitaveis, indicando que o método é robusto para analise de empagliflozina.
Além disso, o teste de adequabilidade do sistema foi realizado, a fim de verificar a
reprodutibilidade do sistema, a qual se mostrou satisfatério.

Portanto, a partir dos resultados da validacdo analitica, o primeiro método por
eletroforese capilar, através do modo de separacdo por MEKC, provou ser adequado para
analise de comprimidos revestidos empagliflozina.

Nos estudos preliminares de estabilidade, o farmaco foi exposto a hidrolise acida,
hidrolise alcalina, oxidacdo e fotolise, durante oito dias. Em meio oxidante (H20. 3%), o
farmaco apresentou degradacdo abaixo de 10%. Segundo a RDC 53/2015, os estudos de
degradacéo forcada devem promover degradacdo em nivel que permita a avaliagdo da formacao
de produtos de degradacéo, e estabelece que a degradagédo deva ser superior a 10% e inferior
aquela que levaria a degradagdo completa da amostra. Quando inferior a 10%, a empresa deve
apresentar justificativa técnica fundamentada. Além disso, a analise critica do perfil de
degradacédo deve contemplar a avaliagcdo dos fatores que podem interferir de alguma forma na
estabilidade do medicamento (BRASIL, 2015).

Nesse sentido, sugere-se que a empagliflozina é dificilmente oxidada, tendo em vista o

longo tempo requerido para obtencéo de baixos valores de degradacdo. Em luz UVA (365 nm,



83

por oito dias) e aquecimento (40 °C/30 dias), foram obtidas degradacdes de aproximadamente
30% e 20%, respectivamente, para as solucdes obtidas a partir dos comprimidos. Extrapolando
para a forma farmacéutica, esperam-se velocidades de degradacdo ainda menores, caso 0
produto seja exposto as condi¢des usadas, e, portanto, esses resultados sugerem que nao sao
necessarios cuidados em relacdo a esses fatores de degradacdo. Por fim, nas condicGes de
hidrélise alcalina e &cida, houve degradacdo acima de 50% em oito dias de exposi¢do. A partir
desses dados, foi avaliada a cinética de degradacao do farmaco nesses meios, evidenciada como
sendo de primeira ordem, para ambas as condi¢fes, com tgo%=24,70 horas (meio alcalino) e
to0%s=25,40 horas (meio acido). Ainda que a exposicédo a valores de pHs &cidos e alcalinos possa
ocorrer fisiologicamente, por se tratar de forma farmacéutica de liberacdo imediata e ser
rapidamente absorvida, ndo espera-se degradacdo em condicoes fisiologicas.

A partir da analise de citotoxicidade do farmaco e das solucGes que continham produtos
de degradacgéo, observou-se leve citotoxicidade em todas as condic¢Oes testadas, mostrando
diferenca significativa apenas entre as concentracdes de 25 e 10 pg/mL para algumas condicoes
de degradacéo.

Na etapa seguinte, foi validado método de dissolucéo por espectrofotometria no UV. O
teste de dissolucdo € um teste no qual deve haver um poder discriminativo apropriado, a fim de
distinguir mudancas que ocorrem em uma composi¢do ou processo de fabricacdo, que podem
afetar no desempenho in vivo. Para a indlstria farmacéutica, o teste de dissolugdo é uma
ferramenta bastante importante no desenvolvimento de novas formulagdes, pois é capaz de
avaliar a qualidade do medicamento lote a lote (USP 39, 2016; MACHADO et al., 2014). Os
resultados dessa etapa sdo apresentados no MANUSCRITO 11.

Para a realizagdo do ensaio de dissolugdo, inicialmente avaliou-se a solubilidade da
empagliflozina. Para isso, diferentes meios de dissolucéo foram utilizados, a fim de verificar a
condicdo sink, definida como uma quantidade de solvente ndo inferior a trés vezes o volume de
meio necessario para obter uma solucdo saturada do farmaco (USP 39, 2016). Apesar de ter
sido verificado que todos 0s meios testados proporcionavam condicéo sink, foram selecionados
aqueles nos quais a empagliflozina apresentava maior solubilidade, que foram: tampé&o fosfato
pH 6,86, LSS 0,5% e HCI 0,01 M. Os tempos de coletas foram 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos,
com velocidade de rotacdo 50 rpm, 900 mL de meio, e analise por UV, em 225 nm. Entretanto,
na analise dos perfis de dissolucdo, houve dissolucdo total do farmaco em 15 minutos, sendo
que para o0 meio LSS 0,5% a liberacdo total ocorreu em 5 minutos de ensaio, o que impossibilita
a obtencéo de perfis discriminativos. Com isso, optou-se por reduzir a velocidade de rotacdo

(40 rpm), utilizando os meios tampéao fosfato pH 6,86 e HCI 0,01 M. Nessas condigdes,
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observou-se dissolucdo mais lenta, entretanto, 0 meio HCI 0,01 M foi descartado, devido a
dissolugdo ndo atingir 100%. Para farmacos de liberacdo imediata, com substancias altamente
solaveis (SCB I e III), o critério de aceitagcdo ¢ de >85% do farmaco dissolvido em 30 e 15
minutos, respectivamente, sendo que normalmente se espera a dissolucao total do farmaco entre
60-90 minutos (HERMANS et al., 2017). Sendo assim, a escolha do meio foi devido a esses
critérios, os quais foram obtidos com o uso do tampéo fosfato, que apresenta pH proximo ao
fisioldgico, além de ser um meio de facil preparacéo.

As condicGes otimizadas para o ensaio, foram: 900 mL de meio tampéo fosfato pH 6,86,
a 37 °C, velocidade de rotagdo 40 rpm, com coleta de 10 mL em tempos de 3, 5, 10, 15, 30, 60
e 90 minutos, filtragcdo em filtro de nylon com 0,45 um de poro. Cabe salientar que inicialmente
buscou-se a filtracdo com filtro qualitativo, o que reduziria os custos da andlise. No entanto,
testes de recuperacdo da substancia quimica de referéncia adicionada ao meio contendo
placebo, em trés concentracdes (20, 100 e 120% da concentragdo tedrica), mostraram que em
baixas concentracfes a ndo remocdo adequada dos excipientes levava a recuperages que
ultrapassavam os limites estabelecidos pela USP 39 (2016).

Além dos diferentes materiais filtrantes, avaliou-se também o efeito da centrifugacéo.
Os resultados desses testes constam na Tabela 7.1. Observou-se que os valores s6 nao estavam
dentro dos estabelecidos (95-105%) conforme USP 39 (2016), atraveés da filtracdo com filtro de

papel.

Tabela 7.1. Resultados da avaliagdo do método de remogdo dos excipientes para as solucdes
analiticas do teste de dissolucédo

Método para eliminacéo de Concentracéo (%) *Média (% dissolugdo) + DP

interferentes
20 136,50 + 3,66
Filtracdo em papel qualitativo® 100 103,67 + 1,88
120 103,64 + 2,69
20 97,00 £ 1,25
Filtracdo em membrana de nylon® 100 95,19 + 0,26
120 95,48 + 0,50
20 97,80 £ 6,04
Centrifugacao© 100 96,58 + 0,24
120 98,74 + 4,68

*média de trés determinacdes; (a): 15cm didmetro e gramatura 80 g/cm?; (b): 0,45 um e 47 mm de didmetro; (C):
4000 rpm em 10 minutos.

Apesar de estar dentro dos limites, foi descartada a possibilidade do uso da

centrifugagdo, uma vez que com 0 uso desse procedimento pode ocorrer a continuidade da
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dissolucéo e além disso, pode haver um gradiente de concentra¢do no sobrenadante (USP 39,
2016).

Apls a otimizacdo dos parametros analiticos, o método de dissolucdo por
espectrofotometria no UV foi validado, conforme a USP 39 (2016). O método mostrou-se
especifico, ndo havendo interferéncia dos excipientes; também foi linear na faixa de 5-35
pg/mL, com coeficiente de correlacdo r=0,9997, exato e preciso. Dessa forma, o0 método de
dissolucdo por espectrofotometria no UV pode ser aplicado para analise dos comprimidos
revestidos de empagliflozina, garantindo a qualidade lote a lote e podendo ser utilizado no
controle de qualidade dos comprimidos, uma vez que ainda ndo existe monografia farmacopeica

para o farmaco.
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e Analises de calorimetria exploratdria diferencial (DSC), espectrofotometriano UV e IV
e espectrometria de massas, permitiram caracterizar a SQR e confirmar a identidade do

farmaco, permitindo encontrar dados que ainda ndo estdo disponiveis na literatura;

e Os métodos de identificacdo desenvolvidos para a analise dos comprimidos de
empagliflozina eletroforese capilar (EC), cromatografia em camada delgada (CCD) e
espectrofotometria na regido do UV sdo adequados para a analise qualitativa dos

comprimidos;

e O método para quantificagdo da empagliflozina desenvolvido e validado por
eletroforese capilar, através do mecanismo de separacdo por cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC), mostrou-se especifico, linear, preciso, exato e robusto,
podendo ser aplicado para andlises de rotina, em andlises de estabilidade da

empagliflozina e no controle de qualidade dos comprimidos;

e O estudo de degradacdo forcada, realizado na amostra dos comprimidos de
empagliflozina, demonstrou o0 aparecimento de outros picos adicionais no
eletroferograma, indicando produtos de degradacdo em condic¢des de fotolise (luz UVA
e UVC). Para as demais condicOes de estresse aplicadas (hidrélise alcalina, hidrolise
acida, oxidacdo, aquecimento) ndo houve o aparecimento de produtos de degradacao,
porém, houve uma reducdo da area do pico da empagliglozina, os quais demonstraram

a degradacdo da amostra, que ocorre apenas apds longos periodos de exposicao;

e A degradacdo da empagliflozina, durante oito dias, em meio alcalino e &cido segue
cinética de primeira ordem, sendo que nas condicdes testadas, 0 t90% em ambas as
condicdes é de cerca de 25 horas. A degradacdo em meio oxidante, luz UVA e
aquecimento, houve uma degradacdo lenta, e a cinética de degradacdo ndo foi
determinada, uma vez que o conteldo do farmaco nao atingiu valores >50%, que € 0
recomendado para o calculo de parametros de degradacéo.

e A anélise de citotoxicidade de solug¢Ges do farmaco e de solugdes contendo produtos de
degradacéo evidenciou leve citotoxicidade em todas as condicdes e leve decrescimo da
viabilidade celular para solugdes expostas a radiacdo UVC e meio alcalino;



88

e O método de dissolucdo desenvolvido e validado por espectrofotometria na regido do
ultravioleta (UV), mostrou-se ser especifico, linear na faixa estudada, preciso e exato,

podendo ser aplicado para analise dos comprimidos de empagliflozina.
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