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Desenvolvimento de Método de HPLC Otimizado de Tirzepatida

Utilizando a Coluna Kinetex PS C18: Ensaio, Perfil de Impureza
e Indicador de Estabilidade para Produtos de Degradacao
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Introducédo

A Tirzepatida atua como um agonista duplo dos receptores do polipeptideo insulinotrépico dependente de
glicose (GIP) e do peptideo semelhante ao glucagon tipo 1 (GLP-1). O interesse crescente nesses agonistas
duplos GIP/GLP-1 decorre de seu potencial como terapias inovadoras para a regulagéo da glicemia e o
controle do peso corporal, demonstrando desempenho superior em comparagdo aos agonistas seletivos do Solugdo padréo:

receptor GLP-1. Solugdo estoque de

padrdo de impurezas:

Trata-se de um peptideo linear sintético composto por 39 aminoacidos, quimicamente modificado por meio

Amostra fortificada:
da incorporacdo de um diacido graxo de cadeia C20. A separagao das impurezas associadas a Tirzepatida
representa um desafio significativo devido a natureza complexa das impurezas relacionadas a peptideos, que Impurezas:
frequentemente incluem sequéncias truncadas, formas oxidadas ou reduzidas, além de variantes resultantes
de desaminacao, fosforilagao e glicosilacdo. Para alcancar uma separacéo eficiente, é indispensavel empregar
uma estratégia sistematica de desenvolvimento de método e selecionar cuidadosamente a fase estacionaria. .
Retencdo e seletividade aprimoradas séo essenciais para diferenciar impurezas estruturalmente semelhantes. Analltos
3 Analito
Nessa nota técnica de aplicagao, foram desenvolvidas técnicas precisas de cromatografia liquida de alta -
es Side
eficiéncia (CLAE) para andlise quantitativa da Tirzepatida e de nove substancias relacionadas, utilizando a 1 el
coluna Kinetex PS C18. A coluna Kinetex PS C18 é caracterizada pela alta eficiéncia e estabilidade 100% Tirzepatida
aquosa, oferecendo seletividade de multiplas interacdes devido a modificacdo superficial positiva. Des Tyr (10)-
Ela oferece formato de pico superior para compostos béasicos e maior retencéo para analitos acidos. Sua Tirzepatida
estrutura de particula nucleo sélido reduz a difusao dos analitos, resultando em picos mais finos e
proporcionando excelente resolucao e formato de pico, um fator critico para a separacao de moléculas Des-Tyr(1)-
- Aib(2)-
peptidicas. Tirzepatida
Foram realizados estudos de degradacéo forcada para avaliar a capacidade indicadora de estabilidade do Endo-AEEAC-
Tirzepatida
método. A Tirzepatida foi submetida as seguintes condi¢oes de estresse: #
+ Degradacéo acida (0,1 mL de acido cloridrico 1 N a temperatura ambiente por 4 dias) Eqdo—GIy.(4)—
Tirzepatida
+ Degradacao basica (0,1 mL de hidréxido de sédio 0,1 N a temperatura ambiente por 1 hora)
+ Degradacao oxidativa (0,1 mL de perdxido de hidrogénio a 10% a temperatura ambiente por 4 dias) Endo-Thr(5)-
o . Tirzepatida
+ Degradacao térmica (banho-maria a 80 °C por 18 horas)
Com essa abordagem, foi possivel isolar a Tirzepatida de suas nove impurezas de degradagéo identificadas, Endo-Tyr(1)-
Tirzepatida
além de pelo menos 18 impurezas nao identificadas, demonstrando alta especificidade do método e sua
capacidade de indicar estabilidade. A avaliacio da pureza do pico por detector PDA confirmou a ! Des-AEEAC-
Tirzepatida
homogeneidade do pico de Tirzepatida em todas as amostras submetidas as condicdes de estresse.
Condi¢des Cromatograficas Des-y-Glu-
s Substancias Indicador de Tirzepatida
Parametro

A: 0,1% de Acido Trifluoroacético (TFA) em agua
B: 0,1% de Acido Trifluoroacético (TFA) em Acetonitrila

Acetonitrila e dgua (50:50 v/v).

deiee Tempo FMA FMB Tempo FMA FMB Tempo FMA FMB
(min) (%) (%) (min) (%) (%) (min) (%) (%)
0.0 65 35 0,0 67 33 0,0 67 33 JK,"
3,0 65 35 30 67 33 50 67 33 (e Y\ﬂkf rﬂ
9,0 56 44 9,0 57 43 15,0 57 43 ;(\‘/UH
30,0 56 44 48,0 56 44 80,0 56 44 °
35,0 30 70 55,0 54 46 90,0 54 46
40,0 30 70 60,0 40 60 100,0 40 60
41,0 65 35 68,0 30 70 104,0 30 70
45,0 65 35 69,0 67 33 105,0 67 33
72,0 67 33  112,0 67 33 "J
1,2 mL/min 1,0 mL/min 1,0 mL/min
eratura: 60 °C 60 °C 60 °C
Volume de Injecdo: 10 uL 10 uL 10 uL

Waters Arc HPLC

15 nm 215 nm 215 nm
I TG s Bt B B B BTG L

Sistema HPLC:
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Preparacao de Solugdo Padrao e de Padrao de Impurezas

Solugdo de Tirzepatida a 1,0 mg/mL no diluente (para andlises de Substancias
Relacionadas) e 0,4 mg/mL (para o Ensaio).

1,0 mg/mL em Diluente

0,3%, 0,6%, 1% e 1,5% de cada impureza fortificada ao padrédo de Tirzepatida,
considerando uma concentragdo de teste de 1,0 mg/mL.

Os padrdes de Semaglutida e suas impurezas foram adquiridos localmente
das empresas ManoTri Pharma e Clearsynth Labs Limited.

IUPAC (Sequéncia)

H-Tyr-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-lle-Aib-Leu-Asp-Lys-lle
-Ala-GIn-Lys-Ala-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-lle-Ala-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-A
la-Pro-Pro-Ser-NH2

H-Tyr-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Ser-lle-Aib-Leu-Asp-Lys-lle-Ala-GIn-Ly
s (AEEAc-AEEAC-y-Glu-18-carboxi nonadecanoil)-Ala-Phe-Val-GIn-Trp-
Leu-lle-Ala-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Ser-NH2
H-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-lle-Aib-Leu-Asp-Lys-lle-Ala-GIn-
Lys (AEEAc-AEEAC-y-Glu-18-carboxi nonadecanoil)
-Ala-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-lle-Ala-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro
-Ser-NH2

H-Tyr-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-lle-Aib-Leu-Asp-Lys-lle-Ala-
GIn-Lys(AEEAc-AEEAC-AEEAC-y-Glu-18-carboxi nonadecanoil)-Ala-Phe-Val-
GIn-Trp-Leu-lle-Ala-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-NH2

H-Tyr-Aib-Glu-Gly-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-lle-Aib-Leu-Asp-Lys-lle-
Ala-GIn-Lys(AEEAc-AEEAC-y-Glu-18-carboxi nonadecanoil-Ala-Phe-Val-GIn-
Trp-Leu-lle-Ala-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-NH2

H-Tyr-Aib-Glu-Gly-Thr-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-lle-Aib-Leu-Asp-Lys-lle-
Ala-GIn-Lys (AEEAc-AEEAC-y-Glu-18-carboxy nonadecanoyl)-Ala-Phe-Val-
GIn-Trp-Leu-lle-Ala-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-NH2

H-Tyr-Tyr-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-lle-Aib-Leu-Asp-Lys-lle-
Ala-GlIn-Lys (AEEAc-AEEAC-y-Glu-18-carboxi nonadecanoil)-Ala-Phe-Val-
GIn-Trp-Leu-lle-Ala-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pr

H-Tyr-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-D-Ser-lle-Aib-Leu-Asp-Lys-lle-
Ala-GIn-Lys(AEEAc-y-Glu-18-carboxi nonadecanoil)-Ala-Phe-Val-GIn-Trp-
Leu-lle-Ala-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pr
H-Tyr-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-lle-Aib-Leu-Asp-Lys-lle-Ala-
GIn-Lys(AEEAc-AEEAC-18-carboxi nonadecanoil)-Ala-Phe-Val-GIn-Trp-Leu-
lle-Ala-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro

relacionadas Estabilidade
Kinetex PS C18 2,6 um Kinetex PS C18 2,6 um Kinetex PS C18 2,6 pm
Referéncia: 00F-4780-E0  Referéncia: 00F-4780-E0 ~ Referéncia: 00G-4780-E0 Estrutura da Tirzepatida
150 x 4,6mm 150 x 4,6 mm 250 x 4,6 mm
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Resultados e Discussdo
Ensaio

() phenomenex’

A coluna Kinetex PS C18 de 2,6 um (150 x 4,6 mm) foi empregada para desenvolver um método para o ensaio de Tirzepatide. O objetivo desse ensaio € quantificar com preciséo a Tirzepatida, exigindo

a separacéo efetiva da Tirzepatida de suas impurezas. O cromatograma representativo do padrao de Tirzepatide é apresentado na Figura 1. Observou-se que o padrao exibiu duas impurezas néo

identificadas em baixas concentracées, as quais também foram separadas com sucesso da Tirzepatida. No desenvolvimento do método de ensaio, o padrao de Tirzepatida foi adicionado de nove

impurezas conhecidas em uma concentracao de 1%. A Figura 3 ilustra a separacao cromatografica da Tirzepatida das nove impurezas conhecidas e das duas impurezas desconhecidas. Todas as

impurezas identificadas foram nitidamente separadas do pico de Tirzepatida e confirmadas por meio de padrdes individuais. Todos os picos apresentaram fatores de cauda dentro dos requisitos da

USP, entre 0,8 e 1,8. A adequacéo do sistema foi validada por meio de seis inje¢des replicadas da solucao amostra, demonstrando alta reprodutibilidade nos tempos de retencéo e areas de pico,

conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 1. Solugdo Padrdo (0,4 mg/mL) para Ensaio na Coluna Kinetex PS C18 de 2,6 um, 150 x 4,6 mm
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Figura 2. Cromatogramas sobrepostos de seis injecGes replicadas de impurezas fortificadas da
solugdo padréo (0,4 mg/mL) na Coluna Kinetex PS C18 de 2,6 um, 150 x 4,6 mm
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Tempo de % de UsP Fator de I I T
Retengio Area | Resolugdo | Cauda USP I TermpoldeIREteRCA oI LT —
Média 29,177 3160054
1 Unknown impurity 1 11,830 9244 0,32 - 1,0 2
purity DP 0,025 43199
ﬂ Tirzepatide 29177 2872778 99,26 32,7 13 DPR (%) 0.1 14
EJ unknown impurity 2 30,315 12074 0,42 1,7 1,3 N=6 Injeces
Figura 3. Cromatograma do padrdo Tirzepatide fortificado em 1% com impurezas conhecidas na coluna Kinetex PS C18 de 2,6 um, 150 x 4,6 mm
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[ | Analito | TempodeRetencio |  Area | %deArea | Resolucio USP Fator de Cauda USP
Des Side chain-Tirzepatida 7,069 49157 1,36 0,8
| 2 ] Impureza Desconhecida 1 11,821 11195 0,31 23,3 0,9
I Des Tyr (10)-Tirzepatida 25,195 70166 1,94 22,7 =
[ 4 | Des-Tyr(1)-Aib(2)-Tirzepatida 25,497 33309 0,92 0,1 -
| 5 | Endo-AEEAc-Tirzepatida 27,000 25024 0,69 0,8 0,9
| 6 | Endo-Gly(4)-Tirzepatida 27,632 17983 0,50 1,2 0,9
Endo-Thr(5)-Tirzepatida 28,130 14136 0,39 1,1 1,2
| 8 | Tirzepatida 29,096 3226373 89,18 1,4 1,4
| 9 | Impureza Desconhecida 2 30,293 13991 0,39 1,6 1,2
| 10 | Endo-Tyr(1)-Tirzepatida 31,409 46693 1,29 1,7 0,9
Des-AEEAc-Tirzepatida 32,541 53235 1,47 2,1 0,8
| 12 | Des-y-Glu-Tirzepatida 33,578 56422 1,56 4.8 1,1
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Substdncias relacionadas

Para a andlise das substancias relacionadas, foi essencial garantir a separacéo clara de cada impureza em relacao a substancia ativa. Outro objetivo fundamental foi assegurar que a resolucao
permanecesse robusta mesmo com concentragdes elevadas de impurezas. Nesse estudo, o gradiente cromatogréfico foi cuidadosamente ajustado para proporcionar uma separacao confidvel em
um tempo total de 72 minutos. Conforme apresentado na Figura 4, essa estratégia permitiu a separagao eficaz de todas as impurezas avaliadas em relagéo ao pico da Tirzepatida, alcangando uma
resolucdo minima de 1,2, valor que evidencia excelente seletividade. Os padrées individuais de impurezas foram analisados para confirmar a identidade de cada pico por meio da comparacéo dos
tempos de retencdo. Os cromatogramas sobrepostos referentes a esses padroes encontram-se na Figura 5. Além disso, foram realizadas seis injecoes replicadas da amostra fortificada com
impurezas, a fim de avaliar a reprodutibilidade do método. Os resultados, mostrados na Figura 6, demonstraram alta consisténcia, com desvio padrao relativo (DPR) inferior a 5%, confirmando
precisao adequada. Para examinar o efeito da concentracéo sobre a seletividade, foram avaliados quatro niveis de fortificacao de cada impureza (0,3%, 0,6%, 1% e 1,5%). Os cromatogramas

sobrepostos resultantes estao apresentados na Figura 7, e demonstram que, mesmo em concentracoes mais elevadas, as resolucdes obtidas permaneceram consistentes e satisfatorias.

Figura 4. Cromatogramas sobrepostos do branco e do padrdo de Tirzepatida fortificado em 1% com impurezas conhecidas na coluna Kinetex PS C18 de 2,6 um, 150 x 4,6 mm
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[ s.No. | TempodeRetengio | Area |  %deArea | Resolugéo USP Fator de Cauda USP
| 1 ] Des Side chain-Tirzepatida 9,044 109328 1,19 0,9
| 2 ] Impureza Desconhecida 1 13,164 10053 0,11 24,1 0,8
IE Des Tyr (10)-Tirzepatida 31,952 88852 0,97 48,1 0,9
| 4] Des-Tyr(1)-Aib(2)-Tirzepatida 32,641 67290 0,74 1,2 1,1
| 5 ] Endo-AEEAc-Tirzepatida 34,633 46171 0,50 3,6 0,9
| 6 | Endo-Gly(4)-Tirzepatida 35,224 39846 0,44 1,2 0,9
Endo-Thr(5)-Tirzepatida 35,752 40037 0,44 1,1 1,1
| 8 | Tirzepatida 36,619 8366507 91,43 1,0 2,6
[ 9 | Impureza Desconhecida 2 38,706 83919 0,92 2,1 0,9
Endo-Tyr(1)-Tirzepatida 39,588 78975 0,86 1,2 1,1
Des-AEEAc-Tirzepatida 41,035 118080 1,29 1,8 0,9
Des-y-Glu-Tirzepatida 51,274 101246 1,11 11,3 0,9
Figura 5. Cromatogramas sobrepostos de impurezas individuais e padrdo de Tirzeaptida na coluna Kinetex PS C18 de 2,6 um, 150 x 4,6 mm
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Figura 6. Cromatogramas sobrepostos de inje¢des replicadas (N=6) de amostra fortificada com 1% de impurezas conhecidas na coluna Kinetex PS C18 de 2,6 um, 150 x 4,6 mm
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! 0+ 1 2 | s { a4 1 s 1 e | 7z | 8 | o 1 10 |
Des side chain Des Tyr (10)- Des-Tyr(1)-Aib(2 Endo-AEEAc- Endo-Gly(4)- Endo-Thr(5)- Tirzepatida Endo-Tyr(1)- Des-AEEAc- Des-Y-Glu-
Tirzepatida Tirzepatida Tirzepatida Tirzepatida Tirzepatida Tirzepatida P Tirzepatida Tirzepatida Tirzepatida
TR Area TR Area TR Area TR Area TR Area TR Area TR Area TR Area TR Area TR Area
Média 9,047 111470 31,951 89398 32,645 67014 34,640 46095 35,211 37837 35,740 39349 36,605 8385871 39,562 78329 41,012 114963 51,202 102605
DP 0,003 1689 0,015 641 0,020 1681 0,021 1190 0,021 1726 0,021 1308 0,026 48921 0,031 1597 0,033 3076 0,050 3940
DPR% 0,0 1,5 0,1 0,7 0,1 2,5 0,1 2,6 0,1 4,6 0,1 2 0,1 0,6 0,1 2,0 0,1 2,7 0,1 3,8
N=6 Injegdes
Figura 7. Cromatogramas sobrepostos do padrdo de Tirzepatida fortificado com impurezas conhecidas nos niveis de 0,3%, 0,6%, 1% e 1,5%, com a coluna Kinetex 2,6 um PS C18, 150 x 4,6 mm.
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Resolugso USP
[ ]

! |
1 Des Side chain-Tirzepatida 9,05 25,3 27,5 24,1 25,7
2 Impureza Desconhecida 1 13,17 46,0 48,4 48,1 48,5
3 Des Tyr (10)-Tirzepatida 31,90 1,2 1,2 1,2 1,2
4 Des-Tyr(1)-Aib(2)-Tirzepatida 32,62 3,7 3,6 3,6 3,7
5) Endo-AEEAc-Tirzepatida 34,59 1,2 1,1 1,2 1,2
6 Endo-Gly(4)-Tirzepatida 35,14 1,3 1,1 1,1 1,1
7 Endo-Thr(5)-Tirzepatida 35,65 0,9 0,9 1,0 0,9
8 Tirzepatida 36,44 2,1 2,1 2,1 2,1
9 Impureza Desconhecida 2 38,61 1,2 1,2 1,2 11
10 Endo-Tyr(1)-Tirzepatida 39,52 1,7 1,8 1,8 1,8
11 Des-AEEAc-Tirzepatida 40,93 11,1 10,8 11,3 10,8

12 Des-y-Glu-Tirzepatida 51,15 25,3 27,5 24,1 25,7
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Degradagéo Forgada.

A andlise por HPLC conduzida para o estudo de degradacao forcada utilizou uma coluna com dimensdes de 250 x 4,6 mm. O cromatograma correspondente ao padrao de Tirzepatida é apresentado na
Figura 8, enquanto a Figura 9 mostra uma sobreposicao dos padrdes individuais. A adequagéo do sistema foi confirmada por meio de seis inje¢oes replicadas da solu¢ao amostra, que demonstraram
alta reprodutibilidade nos tempos de retencéo e nas areas de pico, conforme evidenciado na Figura 10. O método empregado proporcionou excelente separagdo cromatografica da Tirzepatida em
relacdo a nove impurezas conhecidas (fortificadas a 1,0%) e duas impurezas desconhecidas. O padrao de Tirzepatida (1 mg/mL) foi submetido as seguintes condi¢des de estresse: degradacao acida (0,1
mL de Acido Cloridrico 1 N a temperatura ambiente por 4 dias), degradacéo bésica (0,1 mL de Hidréxido de Sédio 0,1 N & temperatura ambiente por 1 hora), degradacio oxidativa (0,1 mL de Peréxido de
Hidrogénio a 10% a temperatura ambiente por 4 dias) e degradacao térmica (banho-maria a 80 °C por 18 horas). Os cromatogramas resultantes de cada condicdo pos-tratamento sao apresentados de
forma sobreposta na Figura 11. Como esperado, a amostra controle (padrao sem tratamento) apresentou apenas duas impurezas desconhecidas. Sob degradacao acida, foram observados 17 picos de

degradagao; sob degradagéo basica, trés picos foram detectados. Ja as amostras submetidas as condigdes oxidativa e térmica exibiram 18 picos de degradacéo, distintos entre si quanto aos tempos de

retencao.
Figura 8. Solugdo Padrdo de Tirzepatida 1 mg/mL para substancias relacionadas, Figura 9. Cromatogramas sobreposto das impurezas conhecidas individuais na coluna
utilizada como amostra na coluna Kinetex PS C18 de 2,6um Kinetex PS C18 de 2,6um
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Figura 10. Cromatogramas sobrepostos de seis inje¢des replicadas do padrdo fortificado com impurezas conhecidas no nivel de 1,0% na coluna Kinetex PS C18 de 2,6um
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Figura 11. Cromatogramas sobrepostos das amostras submetidas a diferentes tipos de condigdes de degradagdo forgada na coluna Kinetex PS C18 de 2,6um
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% de Degradacio
: 122 2
Degradacio Acida 0,1 mL de &cido cloridrico 1 N por 4 dias 17,94 17
Degradacdo Basica 0,1 mL de hidréxido de sédio 0,1 N por 1 hora 9,35 3
Degradacdo oxidativa 0,1 mL de peroxido de hidrogénio 10% por 4 dias 23,53 18
Degradagdo Térmica Em banho-maria a 80 °C por 18 horas 20,71 18
Conclusdes
Foi estabelecido um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa utilizando uma coluna Kinetex PS C18 para a quantificacdo da Tirzepatida (Ensaio), de suas impurezas
(Substancias Relacionadas) e das impurezas provenientes de degradacao. Para o método de Ensaio, foi desenvolvido um gradiente relativamente rapido empregando uma coluna Kinetex PS C18 de
2,6um (150 x 4,6 mm). Todas as impurezas detectadas foram satisfatoriamente separadas do pico principal de Tirzepatida, permitindo quantificacao confiavel e reprodutivel por HPLC. A otimizagao
do método também possibilitou uma separacao aprimorada de cada impureza, assegurando a quantificagdo adequada de todas as substancias relacionadas. Tanto impurezas conhecidas quanto
desconhecidas foram eficientemente resolvidas e separadas da Tirzepatida, demonstrando precisdo e reprodutibilidade adequadas.
Adicionalmente, foi desenvolvido um método indicativo de estabilidade utilizando uma coluna Kinetex PS C18 de 2,6um, com o objetivo de quantificar com exatiddo as impurezas e os produtos de
degradacéo da Tirzepatida sob diversas condi¢cdes de estresse. Os estudos de degradacao forcada, incluindo degradacao acida, basica, oxidativa (perdxido) e térmica, confirmaram a capacidade do
método em resolver impurezas relacionadas ao processo e impurezas formadas durante o estresse quimico e térmico. Esse método apresentou resolucao eficaz entre a Tirzepatida e suas impurezas,
além de excelente reprodutibilidade, consolidando-o como ferramenta confidvel para estudos indicativos de estabilidade. Essa nota técnica representa o primeiro relato de um método para
avaliacdo de impurezas da Tirzepatida e, portanto, constitui um marco inicial para o desenvolvimento de futuros métodos analiticos destinados a esse farmaco.
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