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APRESENTAÇÃO

Farmácia e Biomedicina integram o time das ciências da saúde que constituem 
nas áreas que estudam sobre a vida, a saúde e a doença. No qual focam na manutenção 
e na melhoria da saúde para o indivíduo, grupos específicos e comunidades.  

A obra “Biomedicina e Farmácia: Aproximações” consiste de uma série de livro 
(E-book) de publicação da Atena Editora, em seus 28 capítulos de artigos científicos 
do volume I, a qual abordam temáticas atualizadas de diferentes âmbitos que vão 
desde relatos de casos até a análise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre 
outros.

Sendo assim, almejamos que este livro possa contribuir com informações 
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da área de farmácia e 
biomedicina, oportunizando a ampliação dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Letícia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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POR CLAE
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RESUMO: O antidiabético oral (ADO) sitagliptina, 
um inibidor da dipeptidil peptidase 4, merece 
destaque entre as outras farmacoterapias do 
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) por promover, 
além do controle glicêmico, baixa incidência de 
efeitos colaterais e a capacidade de estimular 
o crescimento das células β-pancreáticas e 
com isso regressão da doença. Para avaliar a 
qualidade e prever o comportamento in vivo de 
fármacos, a avaliação biofarmacêutica é uma 

etapa de grande relevância. Neste sentido, a 
determinação da solubilidade em equilíbrio pelo 
método da agitação orbital em frascos tem sua 
relevância reconhecida por diferentes agências 
regulatórias. Visando estudar a solubilidade 
da sitagliptina em diferentes condições de pH, 
torna-se necessário o desenvolvimento de 
método analítico adequado. Assim, este trabalho 
se propôs a desenvolver e validar método para 
quantificação da sitaglipitina por Cromatografia 
a Líquido de Alta Eficiência para ser aplicado 
no estudo biofarmacêutico de determinação da 
solubilidade em equilíbrio. 

ABSTRACT: The oral antidiabetic (ADO) 
sitagliptin, an inhibitor of dipeptidyl peptidase 
4, is worth mentioning in pharmacotherapies of 
Type 2 Diabetes Mellitus. It promotes, in addition 
to glycemic control, a disease regression by 
stimuli of the growth of β-pancreatic cells, 
as well as a low incidence of side effects. To 
evaluate the drug quality and predict it’s in vivo 
behavior it is important a biopharmaceutical 
evaluation. In this sense, the determination 
of the solubility in equilibrium by the shake-
flask method has its relevance recognized 
by different regulatory agencies. In order to 
study the solubility of sitagliptin in different 
pH conditions, it is necessary to develop an 
adequate analytical method. Thus, this work 
aimed to develop and validate a method for the 
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sitagliptin quantification by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) to be 
applied in the it’s equilibrium solubility study.

1 |  INTRODUÇÃO

O DM2 e uma das doenças de maior prevalência no mundo e as consequências 
sociais e econômicas devido a esse alto índice, à sua condição crônica, à gravidade de 
suas complicações e aos custos envolvidos no controle e tratamento apontam o alto 
ônus dessa patologia (ADA, 2017; IDF, 2015) e a necessidade de terapias eficazes, 
seguras e apropriadas ao uso a longo prazo (SBD,2017).

Além do manejo nos hábitos alimentares e na prática de atividade física, a terapia 
medicamentosa é essencial aos pacientes com DM2 (SBD,2017). Nesse sentido a 
sitagliptina, um representante da classe dos Inibidores da dipeptilpeptidase 4 (IDPP4) 
vem se destacando dentre as outras farmacoterapias do DM2 por promover, além 
do controle glicêmico (SCOTT, 2010; RETNAKARAN, 2010; RAZ , 2008; KIM, 2016), 
baixa incidência de efeitos colaterais (SCHWEIZER et al., 2007) e a capacidade de 
estimular o crescimento das células β-pancreáticas e com isso (ANSARULLAH et al., 
2013) e com isso a possibilidade de regressão da doença. 

No entanto, apesar de diversos benefícios associados ao uso da sitagliptina, 
grande parte da população não dispõe de recursos para ter acesso a esse medicamento, 
devido a seu alto custo, principalmente quando comparado aos ADOs clássicos. 

Para avaliar a qualidade e prever o comportamento in vivo de diferentes 
medicamentos contendo Sitagliptina, os estudos biofarmacêuticos como solubilidade, 
permeabilidade e dissolução são uma etapa de grande relevância. 

Nesse sentido, método da agitação orbital em frascos visando a determinação 
da solubilidade em equilíbrio do fármaco, é um dos métodos in vitro que simulam o 
comportamento in vivo do fármaco e tem sua relevância reconhecida por diferentes 
agências regulatórias (FDA, 2000; WHO, 2006; EMA, 2010; BRASIL, 2011).

Com o objetivo de contribuir com dados de solubilidade da sitagliptina em 
condições fisiológicas, torna-se necessário o desenvolvimento de método analítico, 
adequado a quantificação do analíto nesta matriz, devidamente validado conforme 
todos parâmetros estabelecidos pela legislação vigente.

Foram encontrados na literatura poucos métodos analíticos de quantificação da 
sitagliptina, em especial por Cromatografia a Líquido de alta eficiência (CLAE) (LANGE, 
2014; RAVANELLO, 2010; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2016). Esta técnica é 
realizada a partir de interações seletivas entre o analito, fase estacionária (FE) e fase 
móvel (FM). As substâncias que apresentam maior afinidade pela FE eluirão mais 
tardiamente quando comparadas às substâncias que exibirem menor afinidade pela 
FE (SNYDER, KIRKLAND, GLAJCH, 1973). Por meio dessa técnica é possível obter 
separação, identificação e quantificação de substâncias de maneira seletiva (SKOOG 
et al., 2006), o que traz maior confiabilidade aos resultados obtidos. 
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Neste contexto, um método analítico por CLAE foi desenvolvido e validado para 
quantificação do fosfato de sitagliptina nos experimentos de solubilidade em equilíbrio, 
visando contribuir para a previsão do seu comportamento in vivo a partir de dados in 
vitro (FDA, 2000; WHO, 2006; EMA, 2010; BRASIL, 2011).

2 |  MATERIAIS

O padrão de refência e a matéria-prima de fosfato de sitagliptina (sitagliptina) 
foram obtidos da United States Pharmacopoeia (lote F030N0) e Xiamen (lote 123000-
160101) respectivamente. Ácido acético glacial (Rio de Janeiro, Brasil), ácido clorídrico 
(Rio de Janeiro, Brasil), fosfato de potássio monobásico (Diadema, Brasil), acetato de 
sódio trihidratado (Rio de Janeiro, Brasil), cloreto de sódio (Rio de Janeiro, Brasil) 
hidróxido de sódio (Rio de Janeiro, Brasil). O grau HPLC de acetonitrila e metanol 
foram adquirido à JTBaker (Xalostoc, México). A água obtida a partir de um sistema de 
purificação Millipore (Darmstadt, Alemanha). 

 

3 |  MÉTODOS

3.1 Desenvolvimento de método por CLAE para quantificação da sitagliptina 

Determinação das condições de análise 

Inicialmente foram analisados compêndios oficiais e publicações científicas com 
objetivo de selecionar métodos analíticos para quantificação por CLAE do fosfato 
de sitagliptina para serem usadas como referenciais no desenvolvimento do método 
aplicável à quantificação deste fármaco nos seguintes meios biorrelevantes Fluido 
gástrico simulado sem enzimas (FGSSE) pH 1,2; Tampão acetato (TA) pH 4,5 e Suco 
entérico simulado sem enzimas (SESSE) pH 6,8. 

Após a determinação dos parâmetros de adequação do sistema cromatográfico 
nas diferentes condições experimentais foram selecionadas e definidas as condições 
analíticas que possibilitaram melhores resultados. 

Todas as análises foram realizadas utilizando o cromatógrafo a líquido 
modelo UHPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Science®) com detector UV, coluna 
cromatográfica Zorbax C18 (150 x 4,6 mm; 5 μm), da marca Agilent®, com forno na 
temperatura de 25°C e volume de injeção de 20 μL.

Foram utilizadas diferentes constituições e proporções de fases móveis (FM): 
Metanol: água; acetonitrila: água; Acetonitrila: Tampão fosfato de potássio (pH 2), nas 
proporções (50:50, 60:40, 70:30, 85:75 v/v), Acetonitrila: Tampão fosfato de potássio 
(pH 3), nas mesmas proporções e Acetonitrila: Tampão fosfato de potássio (pH 6,8), 
nas proporções 70:30 e 68:32. Para definição da fase móvel, foram avaliados o tempo 
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de retenção e a assimetria do pico do fosfato de sitagliptina. Foram também avaliadas 
vazões de fase móvel de 1,0 mL/min e 1,2 mL/min.

Preparo das soluções Estoque e diluídas e dos meios biorrelevantes

Para a solução estoque (SE) foi obtida uma concentração 2,5 mg/mL de fosfato 
de sitagliptina diluída na FM escolhida.

Os seguintes meios tamponados: fluido gástrico simulado sem enzimas (pH 
1,2), tampão acetato (pH 4,5) e fluido intestinal simulado sem enzimas (pH 6,8) foram 
preparados de acordo com a Farmacopeia Americana (United States Pharmacopoeia 
37th edition) (USP, 2015).

As soluções diluídas foram preparadas a partir de diluição da SE nos meios 
biorrelevantes FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), filtradas unidades 
filtrantes Millex® de 0,45 μm e introduzidas em vials.

3.2 Validação do método analítico para quantificação da sitagliptina 

O método analítico foi validado conforme a Resolução RE 899 de 29 de maio 
de 2003 da ANVISA (BRASIL, 2003c) a qual estabelece a avaliação dos parâmetros: 
seletividade, linearidade, precisão, exatidão, limites de detecção e de quantificação 
(teóricos) e robustez. Para tanto, foi utilizado fosfato de sitagliptina SQR e a 
determinação realizada em cada um dos três meios biorrelavantes em estudo, em 
triplicata e para análise dos cálculos foi utilizado o software Microsoft Excel® 2016.

Seletividade

As soluções diluídas do fosfato de sitagliptina (150 μg/mL) nos meios biorrelevantes 
foram expostas ao calor seco (90°C por 24 horas), à hidrólise ácida (ácido clorídrico), e 
à hidrólise básica (hidróxido de sódio). Foi avaliada a pureza de pico no Cromatógrafo 
Waters Alliance 2695, com detector DAD.

Linearidade

Para o critério de linearidade foram analisadas as curvas analíticas de 6 
concentrações diferentes do fosfato de sitagliptina (50, 70, 90, 110, 130, 150 μg/mL) 
para cada um dos meios biorrelevantes FGSSE, TA e SESSE. 

Precisão

As precisões intracorrida e intercorrida foram avaliadas nos níveis de concentração: 
baixo, médio e alto (50, 110, 150 μg/mL) no entanto a precisão intrecorrida foi realizada 
em dois dias seguidos, totalizando 18 determinações. Foi realizado o cálculo do desvio 
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padrão relativo, o qual deve apresentar valor inferior a 5 % (BRASIL, 2003c).

Exatidão

A exatidão foi determinada medindo-se a recuperação da substância de 
referência em triplicata, nos níveis de concentração baixo, médio e alto, nos 3 meios 
biorrelevantes e adotados como critério os resultados contidos entre 98% a 102% 
(JENKE, 1996; GREEN, 1996).

Limite de quantificação (LQ) e limite de detecção (LD) 

Os limites de quantificação e detecção foram estimados através do cálculo 
preconiza RE 899 de 2003 da ANVISA (BRASIL, 2003c). Essa estimativa teve como 
embasamento a média das inclinações, utilizando os dados das curvas analíticas, e o 
desvio padrão do intercepto de três curvas analíticas obtidas.

Robustez

A robustez foi avaliada conforme os seguintes fatores: variação na proporção dos 
constituintes da fase móvel - ACN: Tampão fosfato de potássio (pH 6,8)  (67:33; 68:32 
e 69:31 v/v ), pH da fase móvel (6,7; 6,8; 6,9), e o fluxo da fase móvel (0,9 mL/min; 1 
mL/min; 1,1mL/min).  

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Desenvolvimento de método por CLAE para quantificação do fosfato de 

sitagliptina 

Após pesquisa em compêndios oficiais, somente a Farmacopeia americana 
(United States Pharmacopeia 39ª ed., 2016) dispunha de método analítico para 
quantificação do fosfato de sitagliptina. Outros dois métodos para quantificação por 
CLAE foram encontrados em artigos científicos (LANGE, 2014; RAVANELLO, 2010). 
A partir da análise dos métodos encontrados, foram tomados como ponto de partida o 
volume de injeção de 20 μL e temperatura do forno de 25 °C.

A coluna cromatográfica utilizada em todos os experimentos foi C18 (150 mm x 
4,6 mm; 5 μm) – Zorbax Agilent®. O comprimento de onda de 206 nm foi selecionado 
devido à maior intensidade de absorção em relação à 265nm e fluxo de 1,0 mL/min 
por mostrar-se mais adequada em função da obtenção de picos com maior tempo de 
retenção, devido a possibilidade da existência de sinais cromatográficos de eventuais 
produtos de degradação. Para a seleção da FM foram realizadas tentativas utilizando 
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componentes e proporções citados no item 3.1, e levando em consideração os 
valores de assimentria e o tempo gasto para realização das análises, a FM tampão 
fosfato de potássio pH 6,8 25mM: ACN (68:32v/v) mostrou-se a mais adequada. Os 
cromatogramas obtidos seguem na figura 1.

Figura 1 - Cromatogramas obtidos para a solução de fosfato de sitagliptina empregando FM 
tampão fosfato de potássio pH 6,8:ACN (68:32 v/v), volume de injeção de 20 μL, fluxo de 1,0 

mL/ min e a 206 nm e SE diluída em meios FGSSE (pH 1,2) A, TA (pH 4,5) B e SESSE (pH 6,8). 

4.2 Validação do método analítico para quantificação do fosfato de sitagliptina 

No Brasil, a validação de métodos analíticos é regida atualmente pela Resolução 
RDC n° 166, de julho de 2017, que estabelece novos critérios para a validação de 
métodos analíticos (BRASIL, 2017). A norma revoga a Resolução RE n° 899, de 29 de 
maio de 2003, que referenciava o referido assunto (BRASIL, 2003). O artigo 66 desta 
nova resolução, RDC 166, afirma que as validações de métodos analíticos realizadas 
conforme a Resolução RE nº 899/2003 serão aceitas, contando que tenham sido 
concluídas antes da data inicial de vigência da RDC 166. Os experimentos deste 
trabalho foram realizados baseados na RE n° 899, tendo em vista que a atual resolução 
não havia sido publicada. 

Seletividade

Os cromatogramas relativos aos resultados da degradação forçada do fosfato de 
sitagliptina por calor a seco a 90°C, por 24 horas, seguem na figura 2.
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Figura 2 - Cromatogramas obtidos com a solução diluída do fosfato de sitagliptina no meio 
FGSSE (pH 1,2) A, TA (pH 4,5) B e SESSE (pH 6,8) C após exposição ao calor seco por 24 

horas, com os respectivos picos de degradação (P.D.).

Analisando a figura 2, observa-se aparecimento dos picos de degradação nos 
cromatogramas A, B e C, e redução das áreas referentes aos picos do fosfato de 
sitagliptina quando comparados com as áreas das amostras recém-preparadas.

Para a hidrólise ácida e básica, não foi possível visualizar os picos de degradação 
no comprimento de onda selecionado, porém houve redução da área do pico do 
fármaco. Todas as soluções expostas à degradação foram avaliadas quanto a pureza 
do pico e os valores obtidos dos ângulos de pureza do fármaco foram inferiores aos 
ângulos limites em todas as análises. Estes resultados permitem atestar que o método 
desenvolvido é capaz de separar o pico da sitagliptina de outros sinais relativos aos 
seus produtos de degradação. 

Linearidade 

Conforme segue na figura 3, todas as curvas analíticas apresentaram Coeficiente 
de correlação (R) e  Coeficiente de determinação  (R2 )> 0,99, Portanto, atende ao 
requisito mínimo de linearidade preconizado pela RE 899 (BRASIL, 2003c).
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Figura 3 – Gráfico da regressão linear do método para quantificação do fosfato de sitagliptina 
no meio FGSSE (pH 1,2)A, SESSE (pH4,5)B e TA (pH6,8)C.

A significância da regressão foi avaliada por meio da ANOVA e em todas as 
análises, os valores de F calculados foram maiores que os do F crítico (Tabela I), o que 
confirma que os modelos são lineares e apropriados para quantificação da sitagliptina 
nas três matrizes avaliadas e no intervalo de concentração selecionado.

Significância da  regressão
Meio r F calcuculado F crítico

FGSSE (pH 1,2)
TA (pH 4,5)

SESSE (pH 6,8)

0,9997 
0,9995 
0.9997

19252,28 
6123,95 
1250,85 

4,543 
4,600
4,543 

Tabela I - Coeficiente de correlação (r) e Significância das regressões obtidos nas análises da 
sitagliptina meios de pH 1,2, pH 4,5 e pH 6,8.

Onde F corresponde ao coeficiente calculado pela distribuição de Fisher Snedecor.

Precisão

A precisão, avaliada quanto a repetibilidade e precisão intermediária, apresentou 
valores de desvio padrão relativo (DPR) entre 0,14% a 3,75% (Tabela II), indicaram 
concordância com o limite de 5% exigido RE nº 899 (BRASIL, 2003c) e a precisão do 
método para a faixa de concentração selecionada. 



Biomedicina e Farmácia: Aproximações 2 Capítulo 25 283

Precisão Exatidão

Meio Concentração
(µg/mL)

Intra-dia 1
(DPR)

Intra-dia 2 
(DPR)

Inter-dia
(DPR)

Exatidão 
(%) DPR

FGSSE 
pH 1,2

50
110
150

2,11 
0,15
057

2,61 
2,04
1,32

2,23
1,42
0,91

99,03 
99,50

100,41

2,11 
0,14
0,57 

TA 
pH 4,5

50
110
150

1,99
1,19
1,69

0,95
2,18
1,44

1,41
1,57
1,71

100,23 
99,56 

100,80

1,99
1,18
1,69 

SESSE 
pH 6,8

50
110
150

1,38
1,35
0,81

1,50
3,75
2,67

2,25
2,62
2,44

101,95 
99.18

100,80

1,38
1,35
0,81 

Tabela II - Precisão (intra-dia /inter-dia) e exatidão, obtidas nas análises da sitagliptina nos 
meios de pH 1,2, pH 4,5 e pH 6,8.

Exatidão

Os resultados de exatidão para o método avaliadopermaneceram na faixa de 
99,03 a 101,95%, ou seja, dentro da faixa limite estabelecida de 98-102% (JENKE, 
1996; GREEN,1996), e os valores do DPR (%) foram inferiores a 5% (tabela II), 
portanto o método analítico desenvolvido foi considerado exato.

Limite de quantificação (LQ) e limite de detecção (LD) 

Os limites de quantificação e detecção teóricos calculados, a menor concentração 
na faixa de trabalho foi maior que os valores de LQ apresentados, e as soluções de 
menores concentrações apresentaram precisão e exatidão aceitáveis (Tabela III).

Meio LD (μg/mL) LQ (μg/mL) 

FGSSE (pH 1,2)
TA (pH 4,5)

SESSE (pH 6,8)

0,35
2,02
3,66 

 1,16 
6,75

12,22 

Tabela III - Limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) calculados para o método de 
quantificação do fosfato de sitagliptina nos meios de pH 1,2, pH 4,5 e pH 6,8.

Robustez

O método mostrou-se robusto às variações da proporção e pH da FM e susceptível 
às variações na velocidade de fluxo da FM. 

A escolha pelo desenvolvimento e validação do método por CLAE aplicável aos 
estudos biofarmacêuticos, se deu principalmente, por ser um método que permite além 
da identificação, a separação e quantificação do fármaco de forma seletiva (SKOOG et 
al., 2006), o que traz maior confiabilidade aos resultados obtidos. 

Conforme todos os resultados descritos, os parâmetros seletividade, linearidade, 
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intervalo, precisão, limite de detecção, limite de quantificação, exatidão e robustez 
estabelecidos pela resolução 899 da ANVISA - guia para validação de métodos 
analíticos e bioanalíticos (BRASIL, 2003) foram cumpridos. 

5 |  CONCLUSÃO

O método analítico para quantificação da sitagliptina em meios biorrelevantes 
foi desenvolvido e validado, mostrou-se adequado na faixa de concentração de 50 a 
150µg/mL, para ser aplicado ao estudo da solubilidade em equilíbrio pelo método da 
agitação orbital em frascos
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