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APLICACAO DE PLANEJAMENTO FATORIAL NO ESTUDO DE DEGRADAGCAO
FORCADA EM MEIO ACIDO DA MATERIA-PRIMA DE APIXABANA

Igor Nata Fagundes Rodrigues

RESUMO

Este trabalho teve como proposta aplicar a abordagem de planejamento fatorial completo, com pontos
centrais e pontos axiais para avaliar a influéncia de fatores temperatura, concentracdo do degradante
e tempo sobre a reacdo de degradacdo acida da molécula de apixabana matéria-prima. A partir da
metodologia de analise estatistica empregada na avaliacdo dos resultados experimentais, utilizando
ANOVA, gréficos de superficie resposta e funcdo de desejabilidade, verificou-se que o teste 8 (HCI
1 mol L, 60 °C e 24 h) apresentou os maiores resultados para decaimento de teor e formagcéo de
impurezas e balangco de massa proximo de 100%. Também foi possivel gerar um grafico de Design
Space, que ofereceu uma visualizacdo do espaco de trabalho onde as condicBes dos fatores sao ideais

para a degradacdo acida da molécula de apixabana PA.

Palavras-chave: Anaélise multivariada; Indicativo de estabilidade; Cromatografia liquida;

Desenvolvimento de métodos analiticos; Espectrometria de massas.



APPLICATION OF FACTORIAL DESIGN IN THE STUDY OF FORCED
DEGRADATION IN ACID MEDIUM OF APIXABANA RAW MATERIAL

Igor Nata Fagundes Rodrigues

ABSTRACT

This work aimed to apply the full factorial design approach, including central and axial points, to
assess the influence of temperature, degradant concentration and time factors on the acid degradation
reaction of the apixaban raw material molecule. Through the statistical analysis methodology
employed in evaluating the experimental results, using ANOVA, response surface plots, and
desirability function, it was found that test 8 (HCI 1 mol L, 60 °C, and 24 h) yielded the highest
results for content decay, impurity formation, and mass balance close to 100%. It was also possible
to generate a Design Space plot, providing a visualization of the working space where factor

conditions are ideal for the acid degradation of the apixaban PA.

Key-words: Design of experiment; Forced degradation study; Liquid chromatography; Analytical
methods; Apixaban.



1- INTRODUCAO

A industria farmacéutica desempenha um papel importante na satde publica e € essencial para
garantir a qualidade e seguranca dos medicamentos disponiveis no mercado. Neste contexto, 0
desenvolvimento analitico desempenha um papel importante ao fornecer métodos robustos para
identificacdo e quantificagdo precisa de substdncias em produtos farmacéuticos. A crescente
complexidade das formulagGes e a busca por novos principios ativos exigem abordagens analiticas
avancadas. (1)

A aplicacdo de abordagens multivariadas no estudo de estresse desempenha um papel
importante na compreensdo dos processos de degradacdo de medicamentos. A complexidade das
interacOes entre diferentes estressores fisico-quimicos requer a andlise holistica oferecida por
abordagens multivariadas. Isto permite identificar padrdes e tendéncias que passam despercebidos na
analise univariada, levando a uma melhor compreensdo dos mecanismos de degradacéo e ajudando a
melhorar as formulagdes. (2, 3)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High Performance Liquid
Cromatography — HPLC) provou ser uma ferramenta indispensavel na investigacdo da degradacéo
forcada de medicamentos. Ao separar eficazmente os compostos alvo e os seus produtos de
degradacdo, as alteragfes na composi¢do ao longo do tempo podem ser avaliadas com precisdo. Além
disso, a sensibilidade e a seletividade da técnica de HPLC permitem a deteccdo até mesmo de
impurezas com baixas concentracfes, ajudando a determinar a estabilidade do medicamento e a
definir parametros de armazenamento apropriados. (4)

Este projeto de mestrado explora a interseccao de dois pilares: estudo de degradacéo forcada
de medicamento e abordagem multivariada, com aplicacdo da técnica de HPLC, para obtencédo de

uma predicdo na degradacdo da molécula de apixabana.



2 - OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a degradacdo forcada em matéria-prima de apixabana, aplicando a abordagem de
planejamento fatorial (do inglés, design of experiment — DOE)

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar um estudo tedrico das possiveis vias de degradacdo da estrutura quimica de
apixabana;

Aplicar a abordagem de planejamento fatorial completo, com ponto central e pontos axiais
para célculo das estimativas dos efeitos principais e as interacdes;

Realizar o estudo de degradacdo forcada (EDF) em condig¢bes acidas, acompanhando a
formacéo de produtos de degradacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

Analisar estatisticamente os resultados experimentais do planejamento fatorial aplicado no
EDF;

Obter condic6es otimizadas por meio do grafico de Design Space (DS).



3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

Buscou-se na literatura referencial tedrico para desenvolver assuntos relacionados ao tema
desse estudo. As bases de dados utilizadas foram Scientific Electronic Library Online (Scielo) e
National Library of Medicine (PUBMED). As palavras — chaves utilizadas nas buscas foram:
Planejamento experimental; Estudo de degradacdo forcada; Cromatografia liquida; Métodos
analiticos; Apixabana. Foram utilizados o operador booleano OR e AND. A selecdo dos artigos foi
realizada atraves dos cruzamentos dos descritores citados, procedendo entdo com a leitura do titulo,
resumo dos artigos e aquelas que responderam aos critérios de selecdo foram incluidas para
comporem este trabalho. Foram apresentados trés assuntos relevantes: primeiramente, o estudo de
degradacéo forcada de medicamentos, em seguida, a avaliacdo da estrutura quimica de apixabana, e

por ultimo, sobre planejamento fatorial.

3.1 ESTUDO DE DEGRADACAO FORCADA DE MEDICAMENTOS

A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) divide o0 mundo em quatro diferentes zonas
climaticas: zona I, zona Il, zona Il e zona IV-A e IV-B. As quatro zonas climaticas foram definidas
por meio de célculos de temperatura cinética média e de umidade relativa dos paises. A OMS
estabelece que os medicamentos devem apresentar uma vida Gtil de pelo menos 12 meses na zona
climatica onde forem fabricados, e 0 acompanhamento do estudo de estabilidade de longa duracao
deve ser feito a cada trés meses no primeiro ano e a cada 6 meses no segundo ano. (5)

A OMS classifica o Brasil como sendo um pais de zona IV-B, pois, em média o Brasil
apresenta temperatura de 30 °C e 75 % de umidade relativa. Na Tabela 1 pode-se observar com
maiores detalhes os critérios de estudo de longa duracdo para cada tipo de zona climatica. (5)

Tabela 1: Critérios propostos e condi¢fes de testes de longo prazo.

L. L Condicoes de estudo de
Zona climatica Definicéo .
longa duracéo

I Temperatura climatica 21°C / 45% UR!

Clima mediterraneo e
I 25°C / 60% UR

subtropical
1 Clima quente e seco 25°C / 60% UR
IV-A Clima quente e imido 30°C / 65% UR
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IV-B Clima quente e muito imido 30°C/ 75% UR
lUR: Umidade relativa.
Fonte: Adaptada de World Health Organization (5)

Com base nas condi¢des ambientais da zona climética 1\V-B, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) estabelece que as industrias farmacéuticas que comercializam medicamentos em
solo brasileiro, devem comprovar estabilidade em temperatura média de 30°C e umidade relativa
média de 75%. (6)

De acordo com o Guia Q1A(R2) do Conselho Internacional de Harmonizagdo de Requisitos
Técnicos para Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (do inglés, International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use - ICH), o objetivo do
teste de estabilidade é fornecer um prazo de validade e as condi¢cdes de armazenamento para o
medicamento, de forma que a sua seguranca, eficicia e qualidade sejam atendidas sob influéncia de
fatores ambientais como temperatura, umidade e luz. (7)

A avaliacdo da estabilidade do medicamento em estudo de estabilidade é realizada através da
obtencdo do seu perfil de degradacao, isto €, dos produtos de degradacdo formados ao longo tempo,
sendo que, € necessario identifica-los e quantifica-los através de um meétodo analitico indicativo de
estabilidade.(8)

No Guia n° 4 versdo 01 de dezembro de 2015 da ANVISA, o desenvolvimento de um método
analitico indicativo de estabilidade deve ser realizado por meio de um estudo de degradacdo forcada,
também conhecido como estudo de estresse, a fim de se obter um perfil de degradacdo de maior escala
quando comparado ao perfil de degradacdo obtido no estudo de estabilidade. Por esse motivo, 0
estudo de degradacao forgada de medicamento realizado no desenvolvimento de método analitico é
definido como uma ferramenta preditiva do perfil de degradacao que sera observado durante o estudo
de estabilidade do medicamento, que é definido como um estudo real. (8)

De acordo com o Guia n° 4, o estudo de degradacgéo forcada apresenta um perfil potencial de
degradacéo, contendo o perfil real. A Figura 1 apresenta a relagdo do estudo de degradacao forcada

com os testes de estabilidade. (8)
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Perfil de degradacgao
“potencial”
(degradagao

forcada)

Perfil de degradacao
da estabilidade
acelerada

Perfil de degradacao
“real” (estabilidade
de longa duragao)

Figura 1: Relacdo entre perfil de degradacéo "potencial”, obtido no estudo de estresse, e 0
perfil de degradacéo "real”, obtido no estudo de estabilidade de longa duracao.
Fonte: ANVISA (8)

A conducdo do estudo de degradacdo potencial pode beneficiar os estudos de estabilidade,
devido a sua caracteristica indicativa de estabilidade, promovendo uma avaliacdo mais aprofundada
da formacdo de produtos de degradagdo, taxas de degradacdo, impactos da embalagem e
estabelecimento do prazo de validade. E que com base nesse racional, que o estudo de degradac&o
potencial pode ser definido como uma abordagem respaldada pela sélida fundamentacédo cientifica
empregada durante a fase de desenvolvimento do método analitico. (3)

A chave do sucesso para se realizar um estudo de degradacdo realmente preditivo, é
compreender a estabilidade intrinseca da molécula de interesse. De acordo com Baertschi, Alsante e
Reed (3), o0 estudo de degradacdo forcada é uma etapa de investigacdo da estabilidade quimica da
molécula medicamentosa. Para tal processo investigativo ocorrer, sugere-se explorar quatro critérios:

e CondicOes de degradacéo;

e Cinética de degradacéo;

e Orientacdo para avaliacdo dos principais produtos de degradacao;

e Compreensdo das vias de degradacgdo, isto é, dos grupos funcionais presentes na

molécula susceptiveis a degradacao.
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3.1.1 CondicGes de Degradagéo

As orientacdes para a defini¢do das condicdes de degradacéo no estudo de degradacao forcada
estdo descritas em guias internacionais e em guias nacionais.

No cenario internacional, o ICH orienta que as condi¢6es de degradacgdes a serem realizadas,
sdo: degradacdo por temperatura (com temperaturas de pelo menos 10°C acima da temperatura
utilizada no estudo de estabilidade acelerado), degradacdo por umidade, degradacdo fotolitica,
degradacéo por oxidacao e degradacao hidrolitica (com soluc@es acidas e basicas). (7)

No cenario nacional, a ANVISA, por meio da Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n°53
de 04 de dezembro 2015, descreve as condicBes de degradacdo forcada que as inddstrias
farmacéuticas devem realizar: degradagdo por aquecimento, degradacdo por umidade, degradagéo
fotolitica, degradacdo por oxidacdo, degradacdo hidrolitica (com solucBes acidas e basicas) e
degradacéo por ions metalicos. (9)

Implementando —se as condigdes de degradacdes forcadas, os resultados gerados podem ser
compilados para formar um “espago de conhecimento” com todos os possiveis produtos de
degradacdo que podem surgir no estudo real. Ou seja, 0s produtos de degradacao reais, devem estar
contidos no “espago de conhecimento” obtido no estudo de degradacdo forgada. (3)

Condicbes de degradacdo mal planejadas podem gerar um “espaco de conhecimento”
incompleto, isto €, pode conter muita informacao desnecessaria, e/ou pode deixar de apresentar muita
informacdo importante. A consequéncia serd observada quando o método analitico for aplicado aos
estudos de estabilidade. Assim, pode ocorrer o surgimento de um produto de degrada¢édo, acima da
especificacdo, que ndo foi identificado no “espago de conhecimento” obtido no estudo de degradacao
forcada, e com isso, 0 método analitico podera ndo ser capaz de detectéa-lo, separa-lo e/ou quantifica-
lo corretamente, dessa forma, a seguranca e qualidade do medicamento estardo comprometidas, sendo
necessario um novo desenvolvimento de método analitico para o0 medicamento. E com base nesse
tipo de situacdo que as condicOes de degradacOes forcadas devem ser planejadas com base no
conhecimento quimico da molécula. (3)

A seguir, serdo apresentados os principais mecanismos de degradacgéo aplicados aos produtos

farmacéuticos.
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3.1.1.1 Degradacdo Termolitica

A degradacdo termolitica é o tipo de reacdo influenciada por temperaturas suficientemente
altas para promover a quebra da ligacdo covalente, também conhecido como pirélise ou termdlise (3)
No contexto de degradacéo de farmacos, o ICH sugere avaliar o efeito da temperatura em incrementos
de 10 °C acima da temperatura utilizada no estudo de estabilidade acelerado (40 °C), isto é, 50 °C ou
60 °C, (7). O motivo de se realizar degradacdo de farmacos, principalmente no estado sélido, com
temperaturas acima de 40 °C, € compreender se algum mecanismo de reacéo é dependente do aumento
de temperatura. (3)

Uma forma de avaliar a degradacdo termolitica em farmacos é por meio da equacdo de
Arrhenius. Se um farmaco apresenta degradacao que pode ser explicada pela equacgdo de Arrhenius,
entdo, é possivel calcular o efeito da temperatura na taxa de decomposicao do farmaco, desde que a
sua energia de ativacdo (Ea) seja conhecida (3). A seguir foi apresentada a equacdo de Arrhenius.

k = Ae~Ea/RT Equagcdo 1

Onde:

k = taxa de reacéo;

A = fator de frequéncia;

Ea = energia de ativagéo;

R = constante de gas (8,314 J.mol1.K);

T = temperatura absoluta (K).

Alguns estudos foram realizados com a finalidade de conhecer a Ea de compostos com
potencial farmacéutico. No trabalho de MacFaul, Ruston e Wood (10), foi medido a Ea de reagdes
quimicas de mais de 166 moléculas farmacéuticas, em solucdo, que apresentaram decomposicao
seguindo a equacdo de Arrhenius usando temperaturas de até 90 °C. Os resultados obtidos
demostraram uma Ea média de 23,6 kcal mol™, uma mediana de 22,6 kcal mol™, um valor minimo
de 11,9 kcal mol™ e um valor maximo de 47,2 kcal mol~ -1. A faixa obtida de Ea de 11,9 kcal mol™
— 47,2 kcal mol™ -1 no trabalho de MacFaul, Ruston e Wood (10) esta de acordo com outras
referéncias, como: Connors, Amidon e Stella (11) que propuseram uma faixa de Ea para os compostos
farmacéuticos de 12 kcal mol™ — 24 kcal mol?; Kennon (12) encontrou um valor médio de 19,8 kcal
mol ! para varios farmacos; no Capitulo Geral 1150 da Farmacopeia dos Estados Unidos (em inglés,
United States Pharmacopeia — USP), a Ea média citada para a realizacdo de uma cinética de
degradacéo de moléculas farmacéuticas sob temperatura de 15 — 30 °C, foi de 19,9 kcal mol™ (13);
de acordo com a pesquisa feita por Yang e Roy (14), quando compostos farmacéuticos submetidos
ao estresse de estabilidade acelerado (temperatura de 40 °C a 75% umidade relativa por trés meses)
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apresentam Ea de 25,8 kcal mol? para reacio de decomposicio, essa condicdo pode ser
correspondente ao estudo de estabilidade de longa duragdo (temperatura de 30 °C a 75% umidade
relativa por 24 meses).

E de fundamental importancia em uma degradacgéo termolitica, ter conhecimento dos efeitos
gerados pela temperatura e da Ea, pois, 0s esses dois fatores influenciam na taxa de reacdo de
degradacdo, no nimero de impurezas que podem ser formadas e a quantidade de cada impureza
formada. Na Tabela 2 pode-se observar o efeito da temperatura na taxa de degradacdo, em cada Ea.
©)

Tabela 2: Taxas de Reacédo de Degradacédo (Relativas a 25 °C) assumindo cinética de
Arrhenius (relagdo entre a taxa de reagdo quimica e a temperatura) e Energias de Ativacdo (Ea) de
12,17, 19.8, 25.8 e 29.8 kcal.mol ™, conforme apresentado por Baertschi, Alsante e Reed (3).

Taxa Relativa

Ea=198 Ea=25,8 Ea =298
Temperatura Ea=12kcal Ea=17kcal
kcal mol? kcal mol* kcal mol*
(°C) mol (50,2 mol? (71
(82,8 kJ.mol- (107,8 (124,6
kJ.mol?) kJ.mol?)
h kJ.mol?) kJ.mol?)
25 1 1 1 1 1
30 14 1,6 1,7 2,1 2,3
40 2,6 4,0 50 8,1 11,2
50 4,8 9,2 13,3 29,2 49,3
60 8,4 20,4 33,7 97,7 198,9
70 14,3 43,2 80,6 304,8 739,8
80 23,6 86,6 183,6 891,2 2554,7

Fonte: Adaptada de Baertschi, Alsante e Reed (3)

Na Tabela 2, o aumento na taxa de reacdo depende da Ea, em que, uma baixa energia de
ativacdo resulta em um aumento menos dréstico na taxa de rea¢do & medida que a temperatura
aumenta.

A partir das informacgdes apresentadas na Tabela 3, pode-se utiliza-las para calcular os dias
necessarios para simular o estudo degradacéo de longa duracdo (24 meses / 25 °C / 75% umidade
relativa) usando a equacgéo de Arrhenius (3). Logo abaixo, na Tabela 3, pode-se observar os valores

preditos, levando em consideragédo diferentes temperaturas e energias de ativacao.

15



Tabela 3: Numero de dias estimados para simular um estudo de degradacéo de 24 meses a
25°C usando a cinetica de Arrhenius e diferentes energias de ativag&o.
Ea=25,8 Ea=29.8

Ea=12 Ea=17 Ea=198
Temperatura kcal/mol kcal/mol
kcal/mol kcal/mol (71 kcal/mol
(°C) (107,8 (124,6
(50,2 kJ/mol) kJ/mol) (82,8 kJ/mol)
kJ/mol) kJ/mol)
40 280,8 182,5 146,0 90,1 65,2
50 152,1 79,3 54,9 25,0 14,8
60 86,9 35,8 21,7 7,5 3,7
70 51,0 16,9 9,1 2,4 1,0

Fonte: Adaptada de Baertschi, Alsante e Reed (3)

A cinética de Arrhenius se manifesta em reacGes de decomposicdo de substancias
medicamentosas tanto no estado sélido quanto em solugdo, quando submetidas a temperaturas de até
70°C e quando os niveis de degradagdo sdo aproximadamente 5%. Entretanto, farmacos com niveis
de degradacdo superiores a 10% podem exibir taxas de decomposi¢do que ndo seguem a cinética de
Arrhenius, devido estes apresentarem possiveis reacdes autocataliticas. Além disso, as vias de
degradacdo podem diferir consideravelmente entre os estados sélido e em solucdo, resultando em
valores que séo desafiadores de se prever por meio da equagédo de Arrhenius. (3)

3.1.1.2 Degradacdo Hidrolitica

A reacdo de degradacdo por via de hidrolise de uma molécula envolve a quebra de uma ligacao
quimica provocada pela reacdo com a agua. (15)

No contexto da industria farmacéutica, qualquer medicamento pode entrar em contato com a
agua, seja na forma de solvente, por meio da umidade presente no ambiente, por meio de alguns
excipientes que podem apresentar alguma forma de agua e a propria molécula farmacéutica que pode
estar na forma hidratada. Dessa forma, a hidrdlise oferece um risco evidente na estabilidade de muitos
farmacos. (15)

A reacdo de hidrdlise é comum de ser observada em farmacos, devido a isso, o ICH e a
ANVISA, exigem uma avaliacdo da susceptibilidade de degradacao de farmacos em solucdes acidas
e béasicas, com o objetivo de identificar, quantificar e controlar os produtos de degradagdo primarios

por meio de metodos analiticos cromatogréficos, na etapa de estudo de degradacédo forcada, com o
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objetivo final de avaliar a presenca desses produtos de degradagédo primarios nas amostras no estudo
de estabilidade. (7, 9, 15)
No trabalho realizado por Waterman et al. (15), foram apresentadas, algumas recomendacoes
sobre as condic¢des de degradacao hidrolitica:
e Concentragio da amostra do farmaco/medicamento: 1 mg mL™*
e Concentragio das solucdes &cida e basica: 1 mol L
e Tempo de degradacdo: até a degradacdo atingir de 10 — 20%, caso a degradacao nao
atinja essa faixa, a reacdo hidrolitica deve ser realizada por até uma semana a 70 °C.
Condicbes mais drasticas podem apresentar valores de degradacdo e produtos de
degradacéo nao preditivos para o estudo real (estudo de estabilidade).

Outras recomendacdes de condi¢bes de degradacdo hidrolitica para matéria-prima (insumo
farmacéutico ativo) do farmaco e para o medicamento do farmaco (produto acabado) foram
apresentadas no projeto de Baertschi, Alsante e Reed (3), e podem ser observadas nas Tabela 4 e
Tabela 5.

Tabela 4: Condic¢des recomendadas para degradacdo &cida e basica em insumo farmacéutico

ativo/mateéria-prima.

Concentracdo do ativo 0,1-1mgmL
pH-1a13 HCI 0,1 mol/L e NaOH ou KOH 0,1 mol. L™
Ho 1o Tampdo fosfato 50 mmol L, ajuste de pH com
pA 2 - L
HCI ou NaOH/KOH, conforme necessario
Preferencialmente Acetonitrila, por ser um
Cossolventes )
solvente mais neutro
Temperatura 70°C
Duracéo 5 — 20% degradacdo em até uma semana
o Né&o recomendado: alto risco de reagdes
Neutralizacdo .
secundarias.
Frascos de vidro Flint ou borossilicato com
Recipientes fechamentos herméticos para minimizar a

evaporacéo do solvente.

Fonte: Adaptado de Baertschi, Alsante e Reed (3)

Tabela 5: Condic¢des recomendadas para degradacdo &cida e bésica em

medicamento/produto acabado.

Concentracéo do ativo Dependente da formulagéo

Faixa de pH +/- 2 unidades de pH ao redor do pH-alvo
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Temperatura 70°C

3 Degradagéo de 5 + 20% ou no maximo 1 - 3
Duragéo
semanas

Fonte: Adaptada de Baertschi, Alsante e Reed (3)

3.1.1.3 Degradacdo Oxidativa

A degradacgdo oxidativa é uma das rea¢fes que mais ocorrem em medicamentos, devido ao
principal oxidante (oxigénio) estar presente em grande quantidade na atmosfera, cerca de 21% da
composi¢do em termos volumeétricos. Todavia, mesmo a degradacéo oxidativa sendo definida como
uma via de degradacdo muito comum em medicamentos, algumas vias de degradacdo oxidativa que
ocorrem ainda ndo possuem elucidacdo em seus mecanismos de reacdo, por esse motivo, que a
decomposicdo por oxidacdo é considerada uma via de degradacdo complexa para se prever 0s
principais produtos de degradacéo. (16)

S&o consideradas as principais vias de degradacdo oxidativa em farmacos a autoxidacgdo, a
oxidacdo por perdxido e oxidacdo por transferéncia de elétrons, conforme relatado por Baertschi,
Alsante e Reed (3)

Abaixo séo explicadas com mais detalhe as principais vias de degradacdo oxidativa a fim de

melhor entender as particularidades de cada via de oxidativa.

3.1.1.3.1Autoxidacao

A autoxidacdo é um mecanismo de degradacdo que ocorre através de radicais. As fontes de
geracdo mais comuns de radicais sdo: radiacdo, temperatura, metal catalisador e/ou a clivagem de
uma ligacdo homolitica de peréxidos. O mecanismo de autoxidagdo acontece em trés etapas:
iniciacdo, propagacdo e terminacdo. No entanto, as trés etapas sdo antecedidas pela etapa de formacéo
de radicais, que pode ser observado nas Equacéo 2 e Equacdo 3. O caminho reacional obtido por meio
dessas trés etapas dificilmente segue a equacao de Arrhenius (17). A seguir foram apresentadas as
etapas de autoxidagéo:

Etapa de iniciagéo:
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RimpOOH + Fe (III) = Ry, 00 - + Fe (II) + H* Equacio 2

RimpOOH + Fe (II) = Ry, O - + Fe (I11) + OH™ Equacéo 3

Etapa de propagacéo:

Rimp00 -+ D —H - Ry, OOH + D - Equacédo 4
RimpO-+D —H - Ry, OH + D - Equacdo 5
D-+ 0, - DOO - Equacédo 6
DOO-+D—-H - DOOH+D - Equacédo 7

Etapa de terminacéo:
DOO -+ DOO - - Produtos nao radicais - Equacédo 8
Fonte: Adaptada de Boccardi e Harmon (17)

A via de degradacdo oxidativa por autoxidacdo pode ser considerada uma reacao
“espontanea”, pois o processo reacional ocorre por meio da ativacdo do oxigénio molecular em seu
estado fundamental. E ainda, outras moléculas podem atuar como fontes de oxigénio como: peréxido
de hidrogénio (H20>), radical de &nion superdxido (O2-), radical hidroxil (OH-) e oxigénio singleto
(02), podendo atuar como agentes oxidantes. Essas espécies reativas sdo geradas por processos como
a degradacdo de compostos organicos, radicais livres formados durante reagdes quimicas, e a
interacdo do oxigénio molecular com energia externa, como radiacdo ou calor, que promove a
formacédo de radicais e peroxidos (16)

O entendimento dos efeitos gerados pelas varidveis envolvidas no processo de autoxidacao
dos farmacos € um grande desafio, consequentemente, a aplicacdo da equacdo de Arrhenius no
modelo reacional oxidativo pode se tornar um grande obstaculo. Considerando os medicamentos no
estado sélido, as variaveis que podem ser responsaveis pelos desvios na cinética de Arrhenius sao:
primeiramente, a falta de mobilidade apresentada pode dificultar o acontecimento da etapa de
propagacao, gerando falta de precis@o no seguimento do caminho reacional esperado; e a segunda
causa que gera desvio, que € a mais comum de acontecer, 0s produtos intermediarios oxidativos serem
termicamente instaveis, ocorrendo a decomposicdo desses produtos intermediarios em diferentes

etapas durante uma reacdo, se tornando praticamente impossivel de controlar o ambiente reacional.
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Jaem solucdo, a reacdo de autoxidacao provavelmente nao seguird o0 modelo matematico apresentado
por Arrhenius. (3)

Uma maneira de se estudar a autoxidacéo de farmacos, é utilizar algum composto como um
iniciador de radical e adicionar uma pequena percentagem de metanol no diluente para evitar a
formacéo de radical alcoxila, a fim, de se ter um controle maior da reacao e maior previsibilidade dos
produtos oxidativos que possam ser formados. O metanol atua como um diluente que, ao se misturar
com o sistema reacional, reduz a concentracdo de radicais livres formados durante a autoxidacao,
evitando a formacdo de radicais alcoxila (R-O-) por meio da sua capacidade de se inserir nas reacdes
de transferéncia de hidrogénio ou de eliminar radicais que poderiam iniciar essa formacao,
promovendo assim um ambiente mais controlado e previsivel para o estudo da oxidacgao do farmaco.
(17)

3.1.1.3.20xidacao por perdxido

O estudo da oxidacdo por peroxido em medicamentos € muito importante, pois, alguns
excipientes presentes na formulacdo podem apresentar residuos de peréxidos. Os excipientes mais
comuns em encontrar concentracdes de peroxidos sdo: polissorbatos, polietilenoglicol, povidona e
hidroxipropilcelulose. Dessa forma, € necessario realizar o estresse oxidativo por peroxido nas
moléculas farmacéuticas, por meio da adicdo de solucdo diluida de peréxido de hidrogénio sob
temperatura ambiente, com o objetivo de obter resultados robustos e com maior capacidade preditiva
para o planejamento experimental executado. (3)

Na Tabela 6, estdo apresentadas as condicdes de degradacdo oxidativa por peroxido de
hidrogénio recomendadas por Baertschi, Alsante e Reed (3).

Tabela 6: Condi¢bes recomendadas para o estudo de degradacao oxidativo com peroxido de

hidrogénio.
Concentragéo do reagente 0,3-3%
Concentragéo do ativo 0,1-1mgmL?
Peroxido de hidrogénio Temperatura 30°C
Duracéo 5 — 20% de degradacéo ou

maximo de sete dias

Fonte: Adaptada de Baertschi, Alsante e Reed (3)
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3.1.1.3.30xidacéo por transferéncia de elétrons

A oxidacdo por transferéncia de elétrons € uma via de degradacdo catalisada por metais de
transi¢do, sendo os mais importantes o ferro (111) e o cobre (11). A participagéo dos ions metalicos na
oxidacdo, envolve a retirada de um elétron de um grupo funcional da molécula do farmaco. Apdés a
remocao do elétron, o ion metalico é reduzido e o farmaco é oxidado. No estado de oxidacdo, o
farmaco estard disponivel para reagir com o oxigénio presente no meio para gerar produtos de
degradacdo. (17). Na Tabela 7, estdo apresentadas as condi¢Oes de degradacdo oxidativa por
transferéncia de elétrons recomendadas por Baertschi, Alsante e Reed (3).

Tabela 7: Condi¢6es recomendadas para o estudo de degradacao oxidativo com metais de

transicao.
. . Concentragao B
Metais Concentracdo ) Temperatura Duragéo
do ativo
Cu (1) (CuClz ou 5-20% de
0,001 mol L 0,1 mg mL™ 30°C ]
CuS0y) degradacéo
Fe (11) (FeCls ou Maximo de um
0,005 mol L* 1mgmL? 40°C _
Fe (I1) (SO4)3) dia

Fonte: Adaptada de Baertschi, Alsante e Reed (3)

3.1.1.4 Degradacao Fotolitica

A degradacdo fotolitica de produtos farmacéuticos é definida como o processo de
transformacdo quimica que uma molécula apresenta quando exposta a luz, seja durante a fabricacao
ou no armazenamento. A degradacdo quimica também pode ocorrer apds o medicamento ser ingerido
pelo paciente, e este, apos a ingestéo, estiver exposto a luz solar, fluorescente e/ou luz incandescente.
Essa degradacdo quimica pode ocorrer quando medicamentos sdo administrados em formas que
permitem a exposicao a luz, como em solug@es intravenosas ou em frascos transparentes, onde a luz
solar, fluorescente ou incandescente pode ativar reagdes fotoliticas, resultando na decomposi¢do do
farmaco e potencialmente reduzindo sua eficacia ou gerando produtos toxicos. A susceptibilidade do
medicamento sob exposicéo a luz, pode apresentar efeitos de fotoxicidade e reacdes fotoalérgicas. A
principal regido de radiacdo emitida pelas fontes de luz, citadas anteriormente, responsavel por gerar
tais riscos, sdo os comprimentos de onda contidos na regido ultravioleta (UV)-A (320 — 400 nm),

especialmente entre 340 e 400 nm, devido esses serem capazes de penetrarem a pele. (17)
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O ponto de partida da degradacdo fotoquimica inicia-se pela excitacdo dos elétrons da
molécula do estado fundamental para o estado excitado. Uma molécula susceptivel a reacdo
fotoquimica é aquela que possui um grupo cromoforo ou grupos funcionais como carbonila e outros
que apresentam ligacGes duplas, capaz de absorver alguns comprimentos de onda presentes na regiao
de luz emitida pelas fontes de luz. Se essas caracteristicas ndo forem observadas na molécula, o estado
eletronicamente excitado pode voltar ao estado fundamental através da emissdo de luz ou por
relaxamento fisico. (17). Na Figura 2 pode-se observar as etapas que ocorrem ap0s 0 processo de

fotoativacdo de uma molécula.

Cruzamento inter-
5 Estado enritado (singl=to) sistema (I8C)

e

Eztado emcitado (triplato) T

Fzagio no

Reagio no estado :
sztado triplo

3
singleto g
b Emissdo d2 luz Zmulﬂ_ifé Bto- Emissio de S pmm g B
(Fluorescincis) gradaran (Fosiwescéncis) E dezrada; ,ao

Ralamamento nio amissive slaamento nio emiszive

AR

Estsdo fondementzl (Jinsletd)

Figura 2: Diagrama de Jablonski mostrando as etapas envolvidas apds o processo de

excitacdo eletrdnica por meio da incidéncia de luz de uma molécula

Fonte: Adaptada de Li (16)

A absorcdo de energia (hv) em uma molécula organica singleto no estado fundamental (So)
provoca a excitacdo de um elétron presente no orbital molecular para o estado excitado de menor
energia (S1). O estado excitado S: voltard ao estado fundamental (So) devido ao processo de
desativacdo que pode ocorrer por meio de trés maneiras: primeiramente, por relaxamento vibracional,
provocando a colisdo com outras moléculas; (2) em segundo, por meio da emissdo de luz na forma
de fluorescéncia; e por ultimo, o estado S; pode passar para o estado tripleto (T1). Tal transicdo entre
S1 e T1 € conhecida como Cruzamento Intersistemas (do inglés, Inter System Crossing — ISC). O
estado T1 pode perder energia emitindo luz na forma de fosforescéncia e decair para o estado So. Vale
ressaltar que a reacdo fotoquimica s6 ocorrerd em uma molécula orgénica nos estados Si e T1, sendo
que em S; é mais provavel ocorrer a reagdo fotoquimica, pois é o estado excitado de menor energia

em relacdo ao T1. (16)
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3.1.2 Orientagdo para Avaliagdo dos Produtos de degradacdo Majoritarios

Os produtos de degradacdo sé@o impurezas formadas a partir da decomposicdo de alguns
pontos especificos (grupos funcionais) da molécula do ativo. Conhecendo-se 0s possiveis produtos
de degradacéo, pode-se compreender melhor a estabilidade intrinseca do ativo. (18)

Alsante et al. (18) definiram uma metodologia de avaliacdo para se escolher os produtos de
degradacdo mais relevantes no estudo de degradagdo forcada. De maneira préatica, a metodologia
consiste na avaliacdo, em duas etapas, de uma amostra estressada que apresente degradacéo
significativa. Em cima disso, inicialmente sdo estabelecidos os produtos de degradacdo principais,
que sdo aqueles com area que represente pelo menos 10% da quantidade total de degradagédo em area
do componente principal. Uma outra forma de avaliacdo, é a observacao dos produtos de degradagéo

com area gue represente pelo menos 25% da area obtida para o maior produto de degradacao.

3.2 AVALIACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DE APIXABANA PARA O ESTUDO DE
DEGRADACAO FORCADA (EDF)

A avaliacdo da estrutura da molécula é uma etapa essencial dentro do Estudo de Degradacao
Forcada (EDF), pois, consiste numa analise tedrica para entender 0s possiveis mecanismos de
degradacdo para a molécula do farmaco.

Por meio da avaliacao tedrica da molécula de apixabana sera possivel descrever as interaces
dos grupos funcionais com as principais rotas de degradacdo e propor as possiveis impurezas que
podem ser formadas com base em estresse acido.

A apixabana (1-(4-metoxifenil)-7-oxo-6-[4-(2-oxopiperidin-1-il)fenil]-4,5-
dihidropirazolo[3,4-c]piridina-3-carboxamida) (19), comercializado no Brasil sob o nome de
Eliquis® pela empresa Wyeth Indlstria Farmacéutica Ltda, apresenta-se na forma de comprimido
revestido. O medicamento € um inibidor do fator Xa sendo utilizado para prevencdo de
tromboembolismo venoso em cirurgias de quadril e joelho. Adicionalmente pode ser utilizado para
prevencdo de acidente vascular cerebral (AVC) e embolia sisttmica em pacientes portadores de

fibrilagdo atrial ndo valvular (20). A estrutura da molécula pode ser observada na Figura 3.
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Figura 3: Estrutura quimica de apixabana

Fonte: O Autor (2023)

A apixabana (Figura 4) apresenta 3 grupos funcionais de relevancia a considerar durante o
estudo preditivo: amidas, éter aromatico e pirazol. Conforme relatado por Clayden, Greeves e Warren
(21), o anel aromatico ndo foi sinalizado devido ao mesmo possuir caracteristicas de alta estabilidade
frente a reacdes e agir somente como coadjuvante com o efeito indutivo e/ou estabilizante dos
intermediarios de reacéo.

Eter aromatico

Figura 4: ldentificacdo dos grupamentos funcionais da molécula de Apixabana
Fonte: O autor (2023)

Para entender os possiveis produtos de degradacéo é necessario entender a reatividade quimica
individual de cada grupo funcional considerando ainda reacGes cruzadas entre a propria molécula.

Uma das ferramentas que pode ser utilizada para a predicdo destas impurezas é o estudo laboratorial
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com exposicdo a diversos agentes quimicos para forcar a reacdo (hidrolise acida e basica, oxidacao
por peroxido e por ions metélicos, reducdo, termolise seca, termdlise Umida e fotolise).

Com o objetivo de entender os possiveis produtos de degradacdo por hidrolise acida da
molécula de apixabana, Al-Ani et al. (22) fizeram o estudo mais abrangente observando a formacéo
de uma impureza significativa em meio acido. Esta impureza ndo foi identificada dentro das
impurezas conhecidas, mas mostrou que a degradacéo da molécula de apixabana em meio &cido leva
a formacéo dessa impureza. J& para 0 meio bésico foram encontradas varias impurezas minoritarias
sem uma impureza principal. Essa diferenca no perfil de degradacdo da molécula de apixabana por
mecanismo de hidrolise em meio &cido e basico esta relacionada com a forca do nucleo6filo em que,
no meio basico, hd uma espécie carregada negativamente altamente reativa e no meio &cido uma
espécie neutra (agua). Nas demais condi¢des ndo foram observadas quedas de teor significativas nem
aumento na quantidade de impurezas, sendo o produto considerado estavel.

Para Landge et al. (23) foram relatados resultados semelhantes nas hidrélises acida e bésica,
porém os pesquisadores possuiam a informacdo do tempo de retencdo de alguns compostos
relacionados. Segundo o autor supracitado o tempo de retencdo de compostos em cromatografia € o
intervalo entre a injecdo da amostra e 0 momento em que o0 composto € detectado. Ele é influenciado
por fatores como a interagdo do composto com a fase estacionaria e a fase mdvel, além de sua
polaridade e tamanho molecular. Esse tempo é fundamental para a identificacdo e separacdo de
diferentes substancias. Dentre os compostos conhecidos foi observada a formagdo da impureza A —
um dos compostos previstos pelos mecanismos de degradacdo apresentados neste documento. Neste
mesmo artigo foi avaliado um estresse mais severo sendo observadas mais impurezas no meio acido
e basico, indicando que para o estudo real em laboratdrio existe uma necessidade de cuidado com as
condigdes de degradacdo escolhidas, uma vez que estas tém a tendéncia de levar a impurezas
secundarias.

No estudo de Secrétan et al. (24) foi evidenciado somente a via hidrolitica levando a uma
degradacdo. Adicionalmente as estruturas dos produtos propostos foram identificadas utilizando a
espectrometria de massas. A via de degradacdo e os produtos apresentados no artigo podem ser
encontrados na Figura 5. Os produtos de relevancia para o estudo de degradacéo e, consequentemente,
para a estabilidade do produto acabado, sdo 0s compostos primarios. Desta forma os produtos de
degradacéo (PD, em inglés degradation product — DP) DP 3, DP 5 e DP 7 foram originados de etapas
mais avancadas e sdo impurezas que ndo serdo esperadas no estudo. O DP 6 é um produto de
transesterificacdo que so sera possivel se existir metanol residual no produto acabado. Os DP 2 e DP
4 identificados, correspondem aos produtos de degradacdo formados a partir das hidrolises dos
grupamentos amidas, e se referem respectivamente as impurezas A e B apresentadas no método
analitico utilizado nesse documento. Também é possivel confirmar que o DP formado em via acida,

que antecede a reacgdo de transesterificacdo para a formacdo do DP 6, também corresponde ao DP 2.
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Figura 5: Padrfes de degradacao propostos para o apixabana em condi¢fes de estresse. *Drug: Farmaco; Degradation Product (DP): Produto de
Degradacéo (PD).
Fonte: Secrétan et al. (24)



A partir da identificacdo dos principais grupos funcionais da estrutura quimica de apixabana
e dos estudos de degradacao forcada relatados na literatura, foi apresentada uma avaliagéo individual
de susceptibilidade de degradacéo por hidrdlise &cida para cada grupo funcional presente na estrutura

quimica de apixabana.

3.2.1.1 Hidrolise &cida do grupo amida

De acordo com Baertschi, Alsante e Reed (3), moléculas farmacéuticas com grupo funcional
amida apresentam susceptibilidade de hidrolise quando armazenadas por longos periodos durante o
estudo de estabilidade, devido a presenca de alta umidade relativa e temperatura.

Sabe-se que o grupo funcional amida pode sofrer decomposicdo na presenga de umidade
catalisada por um agente &cido. E ainda, que a reacdo de hidrdlise pode ocorrer mais rapidamente
com o aumento da temperatura. Na Figura 6 foi apresentada a reacdo global de hidrolise do grupo

funcional amida, seguido pela formacéao dos produtos: um acido carboxilico e uma amina. (3)

ﬁ
O
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Amida Agua Acido Carboxilico Amina

Figura 6: Reacdo de hidrélise do grupo funcional amida
Fonte: Adaptado de Baertschi, Alsante e Reed (3)

De acordo com os mecanismos de hidrdlise acida do grupo amida e com os dados da literatura,

espera-se que as amidas presentes na molécula de apixabana possam reagir e formar as impurezas DP
2eDP 4.
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3.2.1.2 Hidrolise &cida do grupo éter e do pirazol

O grupo éter é considerado estavel, porém, ele pode reagir em meio &cido. Para que um grupo
éter sofra clivagem acida é necessario que a temperatura do meio seja superior a 120°C (3).

Avaliando-se as condi¢des necessarias para promover a clivagem &cida do grupo éter, pode-
se afirmar que tais condi¢fes nao sdo viaveis de se realizar no estudo de degradacédo forcada nesse
projeto, pois elas ndo permitem realizar uma analise preditiva da degradacdo da molécula de
apixabana ao longo do estudo de estabilidade.

O anel pirazol apresenta geometria planar, que possibilita ataque nucleofilico por cima ou por
baixo, todavia, as ligagdes n presentes apresentam grande densidade eletronica, que por consequéncia,
promove a repulsao eletrostatica de nucleofilos e/ou promove o efeito de conjugacdo por efeito de
ressonancia. Portanto, espera-se que esta por¢cdo da molécula ndo contribua ativamente para as
degradacdes. (30, 31).

A partir das informacdes sobre a estabilidade dos grupos funcionais éter e pirazol, espera-se

que ndo aparecam impurezas de degradacéo a partir da clivagem &cida.

3.3 PLANEJAMENTO FATORIAL DE EXPERIMENTOS

A abordagem de planejamento fatorial de experimentos (do inglés, Design of Experiments -
DoE) permite entender e avaliar os efeitos apresentados em uma resposta de interesse (variavel
dependente) a partir das variagdes na condicdo de cada um dos fatores (variaveis independentes) e
por meio das interacfes que podem ser observadas entre os fatores presentes em um processo. O DoE
ocorre através da alteracdo proposital dos valores (niveis) dos fatores que possam influenciar no
comportamento de uma certa variavel resposta de interesse. (32)

O DoE foi desenvolvido por Ronald Aylmer Fisher, na Inglaterra, na década de 1920 (33).
Com o surgimento do DoE houve uma mudanca no método cientifico, pois, ao invés de se variar
apenas uma variavel por vez, passou-se realizar uma avaliacdo multivariavel, com o objetivo de se
identificar os efeitos gerados pelas interacdes de maneira econémica. (32)

A abordagem DoE pode ser definida como um teste onde séo realizadas alteragdes propositais
nas variaveis de entrada de um processo, com o objetivo de se observar e identificar os motivos para

as mudangas que podem ocorrer na resposta (34)
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3.3.1 Principais Modelos Experimentais: Com Foco na Abordagem DoE

Existem duas abordagens de planejamento experimental: univariada e multivariada. A
abordagem univariada consiste em variar um fator de cada vez (do inglés, One Factor at a Time —
OFAT), enquanto os outros fatores envolvidos no processo permanecem constantes. Nessa
abordagem, nédo sdo avaliadas as interagOes entre os fatores, devido ndo serem variados
simultaneamente. (35)

Na abordagem multivariada, a avaliacdo dos efeitos dos fatores nas respostas de interesse é
realizada simultaneamente, permitindo a verificacdo dos efeitos gerados pelas interacdes entre 0s
fatores. Além disso, um planejamento experimental fundamentado no conceito multivariado, é
realizado de acordo com um nUmero de experimentos pré-determinados, garantindo um racional
cientifico organizado. (35)

Um dos principais modelo experimentais multifatoriais de otimizacédo, Modelo com Composto
Central e com Pontos Axiais. Esse modelo é amplamente utilizado para otimizacdo, isto &, de
conhecer melhor a relacdo entre fatores e resposta, permitindo modelar superficies de resposta
complexas. (35)

O modelo experimental Modelo com Composto Central e com Pontos Axiais é frequentemente
preferido, pois utilizam até 5 niveis de cada fator com menos experimentos em comparacdo ao
Modelo Fatorial Completo de Trés Niveis. O Modelo com Composto Central e com Pontos Axiais é
composto por pontos do desenho fatorial, pontos axiais e o ponto central, e sua representacédo espacial
tridimensional é util para analise. (2)

Tabela 8 pode ser observado a estrutura do modelo experimental multifatorial de otimizacao
Modelo com Composto Central e com Pontos Axiais.
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Tabela 8: Modelo experimental fatorial Modelo com Composto Central e com Pontos

Axiais.
[.\|° Fator A Fator B Fator C
experimentos
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
) -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0
12 -1 0 0
13 1 0 0
14 0 0 -1
15 0 0 1
16 0 -1 0
17 0 1 0

3.3.2 Aplicacdo da Metodologia de Superficie Resposta no Planejamento Fatorial

A Metodologia de Superficie de Resposta (do inglés, Response Surface Methodology - RSM),
é uma ferramenta constituida principalmente de mecanismos matematicos e estatisticos que teve
origem por volta da metade do século 20 (36). A criacdo da RSM, foi idealizada por seus criadores
para ser uma ferramenta inteligente capaz de ajustar e otimizar processos complexos, isto €, processos
com muitas variaveis envolvidas (37). Isso é possivel, pois na execucdo da RSM sdo utilizados
modelos matematicos que demonstram como diferentes fatores (variaveis independentes) afetam um
resultado que nos interessa (variavel dependente ou variavel resposta). (38)

A RSM tem como alvo central melhorar processos na industria, como fabricar produtos de

maior qualidade e tornar processos mais eficientes (36). Além disso, a RSM tem alguns objetivos
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principais. Um deles € descobrir as melhores combinacdes de fatores que afetam um resultado
importante, seja para fazer o resultado ser o maior possivel ou 0 menor possivel. Também serve para
entender como esses fatores interagem entre si e com o resultado. Outro objetivo é evitar perder tempo
e recursos efetuando experimentos desnecessarios, entdo a RSM ajuda a escolher os experimentos
mais significativos (39). E ainda, consegue obter modelos matematicos que podem descrever o
comportamento das respostas em condi¢Oes diferentes dentro da sua faixa de validade (40)

A otimizacdo de processos por meio da RSM pode ser estruturada em trés fases distintas.
Inicialmente, é conduzido o estagio preliminar, no qual ocorre a definicdo dos parametros
independentes e seus respectivos niveis. Subsequentemente, no segundo estagio, ocorre a escolha de
um modelo de planejamento fatorial, juntamente com a elaboragéo, previsao e validacdo da equacéo
do modelo desenvolvida. Finalmente, no terceiro e Gltimo estagio, sdo gerados os gréficos da
superficie de resposta e dos contornos, os quais demonstram a variacdo da resposta em funcao das
variaveis independentes, além da identificacdo dos pontos 6timos de operacéo. (36)

A RSM pode ser aplicada principalmente como uma etapa importante dentro da abordagem
de Planejamento Fatorial (do inglés, Design of Experiments - DoE). Os graficos de superficie resposta
podem ser utilizados na representacdo dos resultados obtidos por meio dos modelos de otimizacao da
abordagem DoE, para que possam ser realizadas as etapas de verificacdo do comportamento de uma
variavel resposta em relacdo as mudancas observadas nas varidveis independentes e a observacéao das

melhores condigdes testadas das variaveis independentes. (2, 36)

3.3.3 Aplicacéo da Funcéo de Desejabilidade no Planejamento Fatorial

A "Funcdo de Desejabilidade" surge como um marco significativo na otimizacao de maltiplas
respostas em processos complexos, tendo sido apresentada inicialmente em 1965. Essa abordagem,
introduzida por Harrington, tinha o propdésito de aprimorar a busca pelo equilibrio entre os fatores
(variaveis de entrada) e as varias medicdes (variaveis de saida) de um processo. Ao longo dos anos,
especialmente por volta de 1980, Derringer e Suich refinaram essa ideia, expandindo-a para converter
uma gama diversificada de respostas em uma Unica medida padronizada, conhecida como
"desejabilidade composta”, ao aplicar pesos a essas respostas. A relevancia dessa funcdo é notavel
devido a sua habilidade em simplificar e unificar respostas distintas em uma unica escala,
solidificando-se como uma ferramenta de otimizacdo valiosa com aplicabilidade abrangente em
diversas areas de atuacdo. (41)

A ideia de funcdo de desejabilidade, proposta por Derringer e Suich, baseia-se na aplicagdo

da RSM para elaborar uma equagdo matematica que possa descrever o comportamento da variavel
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resposta de interesse em relacdo as alteracdes apresentadas nos fatores. Apos a aplicacdo da RSM, a
varidvel resposta é estimada (Yi), e em seguida é transformada em uma variavel resposta de
desejabilidade (di).

Para se avaliar a magnitude da desejabilidade da variavel resposta, é necessaria a definicdo de
uma faixa de controle para a variavel Yi, isto €, um valor minimo aceitavel (Yix) e um valor maximo
aceitavel (Ymax.). Por altimo, a variavel di é avaliada em uma escala continua de 0 a 1 em relagéo
aos valores dos fatores testados. Onde di = 0 significa que o valor da variavel Yi esta fora da faixa de
controle (Yi <Ymin. ou Yi > Ymax.), portanto, os valores dos fatores testados ndo produzem resultados
desejaveis ou otimizados. Se di = 1 significa que o valor da variavel Yi esta dentro da faixa de controle
(Yi>Ymin. ou Yi < Ymax.), portanto, os valores dos fatores testados produzem resultados desejaveis
ou otimizados. (41)

Essa funcdo de desejabilidade permite transformar varias varidveis de resposta em um Unico
valor que seus usuarios finais podem considerar em seu processo de tomada de decisdo. Outra
vantagem é que a abordagem baseada na desejabilidade é facil de entender e flexivel o suficiente para
incluir pesos individuais para vérios fatores. Também é interessante escolher entre diferentes
combinacg6es desses elementos. As fungdes de desejabilidade também fornecem valores de resposta
compostos que simplificam as comparacdes entre os itens. Além disso, a funcdo de desejabilidade é
uma ferramenta de implementacdo computacional util. Também pode ser desenvolvido ainda mais

facilmente em software. (42)

3.3.4 Aplicacéo de Design Space (DS) no Planejamento Fatorial

O conceito de Design Space (DS) ou Espaco de Trabalho foi mais bem definido por meio do
guia “Pharmaceutical Development Q8 (R2)”, publicado em agosto de 2009 pelo Conselho
Internacional de Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Produtos Farmacéuticos para Uso
Humano (do inglés, International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use - ICH). (43)

De acordo com o guia “Pharmaceutical Development Q8 (R2)”, 0 DS é definido como um
espaco de trabalho que contém vérias variaveis de entrada (varidveis independentes ou fatores) de um
processo ou de um metodo analitico, e ao mesmo tempo, o DS permite avaliar o impacto das variaveis
de entrada nas variaveis de saida (variaveis respostas ou varidveis dependentes) criticas de um
processo ou de um método analitico. A metodologia do DS consiste na avaliagdo dos riscos
envolvidos, na realizacdo de experimentos multivariados e analise de interacGes entre as variaveis de

entrada, para elaborar espacos de trabalho onde a qualidade consistente pode ser alcancada. (43)
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A metodologia apresentada pelo DS é considerada uma forma sistematica de se chegar em
produto ou método que apresente qualidade, seguranca e eficacia, pois, consiste em determinar uma
regido Otima de trabalho fundamentada no conhecimento (2). As vantagens do DS por ser uma
abordagem sistematica, sdo a obtencdo de flexibilidade de operacéo e de flexibilidade regulatéria (2,
43). A flexibilidade de operacdo, se deve ao fato de o DS apresentar um espaco seguro de trabalho,
ou seja, € possivel prever resultados satisfatorios trabalhando-se com faixas de valores para as
variaveis independentes. E a flexibilidade regulatoria esta relacionada com o espaco seguro de
trabalho, demonstrando a magnitude da robustez e o dominio do conhecimento em relacdo ao
processo ou ao método analitico. (43)

Nas Figura 7 e Figura 8 as varidveis resposta de dissolucéo e friabilidade foram apresentadas
por meio dos graficos de contorno em funcdo dos parametros 1 e 2, respectivamente. Os parametros
1 e 2 sdo fatores da etapa de granulacdo (por exemplo, quantidade &gua, tamanho do granulo,
caracteristica de um excipiente) que podem afetar a taxa de dissolucéo e a performance de friabilidade
de um comprimido. Pode-se observar no grafico de contorno de dissolucéo e no grafico de contorno
de friabilidade a demonstracdo do DS em comum para cada variavel resposta por meio de uma regido
branca, que foi definida por uma combinacdo ndo linear das faixas dos parametros 1 e 2, que

proporciona dissolucdo desejada (maior que 80%) e friabilidade desejada (menor que 2%). (43)
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Figura 7: Gréfico de contorno de dissolucdo em fungéo dos pardmetros 1 e 2, com
demonstracdo do Design Space (DS) por meio da regido em branco, onde pode-se obter resultados
de desejabilidade (maior que 80%). *Parameter — Parametro; Dissolution — Dissolucgéo

Fonte: International Conference on Harmonization (43)
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Figura 8: Gréafico de contorno de friabilidade em funcéo dos parametros 1 e 2, com
demonstracdo do Design Space (DS) por meio da regido em branco, onde pode-se obter resultados
de desejabilidade (menor que 2%).*Parameter — Parametro; Friability - Friabilidade

Fonte: International Conference on Harmonization (43)
Na Figura 9 pode-se observar o DS que foi definido a partir da sobreposi¢do do DS de
dissolucdo e do DS de friabilidade. Por meio do DS da Figura 9 é possivel trabalhar com faixas de
valores para 0s parametros 1 e 2 da etapa de granulacdo de maneira que a desejabilidade de dissolugédo

e a desejabilidade de friabilidade sejam alcangadas conjuntamente. (43)
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Figura 9: Design Space (DS) proposto, composto pela regido de sobreposicdo das faixas de

valores desejaveis dos parametros 1 e 2 da etapa de granulacéo para friabilidade e dissolugéo.
*Parameter — Parametro; Dissolution — Dissolucdo; Friabilidade — Friabilidade; Design Space —

Espaco de Trabalho

Fonte: International Conference on Harmonization (43)
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4 - MATERIAIS E METODOS

Como contribuicdo dessa pesquisa, o trabalho foi realizado nas dependéncias em laboratério

adequado com o uso de todos 0s recursos cabiveis para a elaboracdo deste projeto.

4.1 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados foram: um cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca
Shimadzu modelo LC-2030 acoplado com detector de arranjo fotodiodos Ultravioleta-Visivel (UV-
Vis), utilizando o software Waters Empower™ 3; uma incubadora orbital; uma estufa para manter
temperatura constante durante os experimentos; para a avaliacdo estatistica de todo planejamento
experimental, foi utilizada uma verséo de teste do software Design Expert versdo 13; e um Purificador
de 4gua de laboratério Milli-Q® Advantage A10.

4.2 PADRAO, AMOSTRA, REAGENTES E SOLVENTES

Foi utilizado um padrdo caracterizado de Apixabana do fornecedor Synthetica, de pureza
99,5% e com data de validade em 18/11/2024; a amostra de Apixabana utilizada foi uma matéria
prima do fornecedor Haishing CO PTE LTD e com data de validade em 20/11/2026. O reagente
estressante utilizado foi o acido cloridrico 37% Grau PA. Os solventes utilizados foram acetonitrila,

metanol, acido trifluoroacético, ambos de Grau HPLC da marca Merck, e 4gua purificada do Tipo 1.

43 METODOLOGIA ANALITICA

A metodologia analitica foi realizada em trés etapas: preparo das solugdes, estudo de
degradacéo forcada e sistema cromatografico.
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4.3.1 Preparo das solugdes utilizadas no Estudo de Degradacgédo Forcada

As solug@es utilizadas no estudo de degradacéo forcada foram: Acido trifluoroacético 0,1%,
como Fase Movel A; Acetonitrila, como Fase Movel B; Acetonitrila 40%, como Diluente; Padréo de
apixabana a 750 pg.mL™* em diluente, como Solucdo Padrdo Estoque em duplicata (preparos
independentes); Solugdo padrdo estoque de apixabana diluida para 100 pg.mL* em diluente, como
Solucio Padrdo Doseamento 1 e 2; Solugdo padréo estoque de apixabana diluida para 0,75 pg.mL™?
em diluente, como Solucéo padrdo impurezas 1 e 2; Matéria-prima de apixabana a 750 pg.mL™ em
diluente, Solugdo amostra impurezas; Solugdo Amostra Impurezas diluida para 100 pg.mL™* em

diluente, como Solugdo amostra doseamento; Solucéo Branco sendo o proprio diluente.

4.3.2 Estudo de Degradacdo Forcada — Planejamento Fatorial

O estudo de degradacao forcada foi explorado de forma a entender os efeitos das variaveis
independentes (concentracdo, tempo e temperatura) nas variaveis dependentes (decaimento de teor,
formacéo de impurezas e balanco de massa - BM) por meio da via de degradacéo acida.

Equacdo do BM

O estudo foi conduzido por estudo fatorial completo variando concentragcdo, tempo e
temperatura. O estudo foi conduzido da seguinte maneira:

e 23 com pontos axiais nas faces (a = 1) e triplicata no ponto central, totalizando 17
experimentos.

Para a realizacéo do estudo de degradacéo forcada foi utilizada a solugdo HCI 1 mol L™ como
solucéo de estresse. Na Tabela 9 estdo apresentadas as condi¢des experimentais para a realizacéo da
analise multivariada. Todas as solugdes amostras impurezas utilizadas na analise multivariada
apresentaram concentracéo de apixabana de 750 pg mL™.

As solucdes para anélise multivariada foram preparadas, misturando &gua com HCI 1 mol L
1 a fim de se obter as contragdes de 0,1 mol Lt e 0,5 mol L de HCI para alguns dos testes
apresentados na Tabela 9. Apos o tempo de degradacéo, foi adicionado quantidade de NaOH 1 mol
L para neutralizar as solugbes. Apds a neutralizacio, foi adicionado quantidade volumétrica de
diluente para se obter 10 mL de solug&o. Foi realizado as dilui¢es das solu¢bes amostras impurezas

para obter solucdes amostras doseamento a 100 pg mL™ em diluente.
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Tabela 9: Condiges experimentais do planejamento fatorial 22 para o estudo de degradagéo 4cida.

Testes Niveis — Niveis - Niveis — Tempo Temperatura Agua HCI1 Mol HCI (Mol I\I\Ijjlzll Diluente
Tempo  Temperatura Concentracao (h) (°C) (mL) L?*(mL) L) L) (mL)
1 -1 -1 -1 6 30 0,9 01 0,1 01 8,9
2 -1 -1 +1 6 30 0 1 1 1 8
3 -1 +1 -1 6 60 0,9 0,1 0,1 0,1 8,9
4 -1 +1 +1 6 60 0 1 1 1 8
5 +1 -1 -1 24 30 0,9 0,1 0,1 0,1 8,9
6 +1 -1 +1 24 30 0 1 1 1 8
7 +1 +1 -1 24 60 0,9 0,1 0,1 01 8,9
8 +1 +1 +1 24 60 0 1 1 1 8
9 0 0 0 15 45 0,5 0,5 0,5 0,5 8,5
10 0 0 0 15 45 0,5 0,5 0,5 0,5 8,5
11 0 0 0 15 45 0,5 0,5 0,5 0,5 8,5
12 0 0 -1 15 45 0,9 0,1 0,1 0,1 8,9
13 0 0 1 15 45 0 1 1 1 8
14 0 -1 0 15 30 0,5 0,5 0,5 0,5 8,5
15 0 +1 0 15 60 0,5 0,5 0,5 0,5 8,5
16 -1 0 0 6 45 0,5 0,5 0,5 0,5 8,5
17 +1 0 0 24 45 0,5 0,5 0,5 0,5 8,5




4.3.3 Sistema Cromatografico

Foi utilizado o método analitico do fornecedor Micro Labs, um fabricante de matéria-prima
da apixabana, para quantificar as impurezas e o teor de apixabana nas solugdes amostras sem
degradacdo e com degradacao forgcada. Foi escolhido este método analitico, devido a quantidade de
impurezas especificas que sdo controladas, sendo 7 no total: Impurezas A, B, C, D, E, Fe AIX - 4.

Na Tabela 10 foram descritos os parametros cromatograficos do sistema cromatogréafico.

Tabela 10: Pardmetros do sistema cromatogréafico.

Fase movel Gradiente conforme Tabela 11
Solucdo limpeza da coluna cromatografica Acetonitrila 10%
Solucéo limpeza do injetor Acetonitrila 70%
Fluxo 1,0 mL.mint
Volume de injecédo 10 uL
Coluna cromatogréfica Zorbax SB C8 250 mmol L™ x 4,6 mmol L*
X5 Hm
Temperatura do forno da coluna 25°C ou ambiente
Detector UV/Vis Comprimento de onda de 280 nm
Tempo de corrida 50 minutos
Tempo de retengédo de Apixabana Aproximadamente 16,4 minutos

Impureza C: 0,28

Impureza B: 0,38

_ _ Impureza A: 0,85

Tempo de retencdo relativo das impurezas
] ) Impureza F: 1,21
especificas em relacdo a Apixabana

Impureza D: 1,28

Impureza E: 1,33

Impureza AIX-4: 1,47
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Na Tabela 11 contém as informagdes do método de gradiente utilizado.

Tabela 11: Gradiente de teste conforme método de fabricante.

Tempo (min) Acido trifluoroacético 0,1% (%) Acetonitrila (%)

0

10

30

35

40

50

70

70

30

30

70

70

30

30

70

70

30

30

Na Figura 10 foram apresentadas as estruturas quimicas de cada impureza especifica de

apixabana.
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Figura 10: Estrutura quimica das impurezas especificas Impureza C (A), Impureza B (B), Impureza A (C), Impureza F (D), Impureza D (E),

Impureza E (F) e Impureza AlX-4

Fonte: O Autor (2024)
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo de resultados for realizada em dois momentos. No primeiro momento, foram
avaliados os resultados obtidos de impurezas e de teor nas solucBes amostras impurezas e
doseamento, respectivamente. Apds essa avaliacdo, foi realizada avaliacdo das amostras submetidas

ao estudo de degradacéo forgada.

5.1 AVALIACAO DA AMOSTRA CONTROLE

Para os testes foi preparado uma amostra controle, isto €, uma amostra sem ser submetida a
degradacédo forcada, para fins comparativos e para o calculo de balanco de massas. Na Figura 11
pode-se observar o perfil cromatografico da amostra controle. Nota-se que todos os picos
cromatograficos foram separados adequadamente, demonstrando que o método analitico é seletivo.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 12, o resultado de teor foi satisfatorio,
pois ficou proximo de 100%, e os resultados de impurezas ficaram abaixo de limite de

desconsideragdo (< 0,05%). Dessa forma, a amostra controle foi aprovada. (Figura 10).
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Figura 11: Cromatograma da solucdo amostra impurezas controle para o estudo de degradacdo da molécula

Fonte: O Autor (2023)

Tabela 12: Dados quantitativos da solugdo amostra controle utilizada no estudo de degradacgéo forgada

Identificacio Teor (%) RRT0,9(%) RRTO0,93(%) RRT116(%) RRT135(%) Totais RRT (%)

Amostra controle 101,573 0,005 0,019 0,003 0,013 0,040

RRT: Relative Retention Time. Limite de desconsiderac¢do < 0,05%.
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5.2 DEGRADACAO ACIDA

5.2.1 Resultados

Os resultados parciais do estudo de degradacdo forcada em meio acido foram apresentados na
Tabela 13 e na Tabela 14. Os cromatogramas referentes a este estudo foram subdivididos no estudo

fatorial, pontos centrais e axiais sendo apresentados nas Figura 12 a Figura 14, respectivamente.
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Tabela 13: Resultados do estudo de estresse em meio acido para os experimentos de 1 a 8 (planejamento fatorial completo em dois niveis).

RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT  Totais
0,33 0,34 0,40 0,43 0,83 0,90 0,93 1,15 0,16 1,30 1,35 1,43 2,00 TRR BM (%)

Identific  Teor

WP ey e @) e ) % 6 %) G ) %) 6 (%)
Testel 98,827 - - - - - 0,006 0,020 - - 0,002 0,012 0,005 - 0,045 97,299
Teste 2 99,554 - - 0,068 0,017 - 0,026 0,018 - - 0,005 0,014 0,003 - 0,151 98,118
Teste 3 98,509 - - 0,089 - - 0,021 0,018 - - - 0,014 - - 0,142 97,081
Teste4 97,268 0,101 - 1,014 0,021 - 0,244 0,013 - - - 0,012 - - 1,405 97,103
Teste5 101,456 - - 0,003 - - 0,005 0,020 0,003 0,003 - 0,015 - - 0,049 99,890
Teste 6 101,647 - - 0,105 0,020 - 0,033 0,018 - 0,003 - 0,014 - 0,016 0,209 100,235
Teste 7 100,146 0,013 - 0,359 - - 0,073 0,017 - - - - - - 0,462 99,007
Teste 8 96,184 1,389 - 2,928 0,009 - 0,615 0,011 - 0,003 - 0,013 - 0,015 4,983 99,557

RRT: Relative Retention Time; BM: Balanco de Massa.
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Tabela 14: Resultados do estudo de estresse em meio acido para os experimentos 9 a 17 (ponto central e pontos axiais).

RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT  Totais
0,33 0,34 0,40 0,43 0,83 0,90 0,93 1,15 0,16 1,30 1,35 1,43 2,00 TRR BM (%)

Identific  Teor

WP ey e e @) e ) ) 6 %) G ) %) 6 (%)
Teste9 100,050 0,007 - 0,273 0,010 - 0,058 0,017 0,003 0,003 - 0,013 - 0,017 0,401 98,853
Teste 10 100,564 0,005 - 0,249 0,013 - 0,054 0,018 - 0,005 - 0,013 - 0,017 0,374 99,332
Teste 11 100,115 0,006 0,004 0,219 0,013 0,006 0,056 0,018 0,003 0,005 - 0,013 - 0,017 0,360 98,876
Teste 12 101,245 - - 0,050 - - 0,014 0,020 0,003 0,004 0,004 0,013 - 0,016 0,124 99,756
Teste 13 99,709 0,033 - 0,630 0,037 - 0,150 0,016 - 0,004 0,007 0,016 - 0,016 0,909 99,017
Teste 14 100,586 - - 0,063 0,015 - 0,024 0,019 - 0,004 - 0,013 - 0,017 0,155 99,138
Teste 15 101,247 0,243 - 1,451 0,011 - 0,304 0,014 - 0,004 - 0,014 - 0,019 2,060 101,663
Teste 16 102,404 - - 0,158 0,013 - 0,039 0,018 - - - 0,012 - - 0,240 101,011
Teste 17 100,336 0,012 - 0,380 0,016 - 0,080 0,017 - 0,004 - 0,013 - 0,018 0,540 99,271

RRT: Relative Retention Time; BM: Balanco de Massa.
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Fonte: O Autor (2023)
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Em uma andlise preliminar foi possivel verificar que a molécula foi sensivel a esta condicao
sendo observado alguns produtos de degradacéo que se destacam frente aos demais, sendo 0 RRT
0,33, RRT 0,40 e RRT 0,90 os trés produtos de degradacao mais evidentes. Correlacionando o método
analitico que foi utilizado para a primeira avaliacdo temos que a impureza B (RRT 0,38) e a impureza
A (RRT 0,85) poderiam ser as impurezas RRT 0,40 e RRT 0,90 devido a proximidade das retengdes
relativas. Estas duas impurezas foram relatadas pelo fabricante como sendo de degradacéo, e foram
posteriormente caracterizadas, o que corrobora a observacdo feita nesse estudo. Outro fator que ajuda
a confirmar a identidade das impurezas foi a via de obtencao, sendo as duas impurezas produto de
hidrélise, conforme previsto no tépico Avaliagdo da estrutura quimica de Apixabana para o Estudo
de Degradacao Forcada (EDF).

Em relacdo a impureza RRT 0,33 pode ser estimado que seja um produto de degradacdo
secundario devido as duas posicOes diferentes da molécula estarem disponiveis a hidrolise. Pelo
observado o RRT 0,40 forma primeiro e, conforme h& o andamento da reagdo ocorre a formacdo do
RRT 0,90, também conhecido. No entanto, se faz necessario realizar um estudo de caracterizacéo
para a impureza RRT 0,33 para confirmacdo de que se trata de uma impureza de degradacéo por via
hidrolitica.

Em relagdo aos dados quantitativos, estes dados foram avaliados de forma estatistica a fim de
se obter um modelo matematico para a descri¢cdo do comportamento de degradagdo. Adicionalmente
foi proposta uma eventual condicdo 6tima onde tanto o decaimento, formacéo de impurezas e balanco
de massas sejam satisfatorios. Inicialmente foram verificados o modelo sugerido e a adequacdo dos
dados a superficie de resposta. Neste grafico (Figura 15) foram identificados pontos que foram muito
influentes no calculo de obtencdo do modelo. Ao serem retirados da proposi¢cdo do modelo houve um
melhor ajuste tanto na superficie de resposta quanto da predi¢cdo dos dados e a sua respectiva robustez
(design space), garantindo que o modelo responda melhor as variacdes dos dados. Assim, a exclusdo

desses pontos aumentou a qualidade geral do modelo e suas predicdes.
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Apos desconsiderados os niveis influentes no célculo foi dado sequéncia a avaliagdo
estatistica. A Figura 16b apresentou a recomendacéo de avaliagdo quadratica do modelo. Este modelo
apresentou 0 maior R? ajustado para 0 modelo multivariado. Dessa forma foi seguido para a
ferramenta de Analise de variancia (ANOVA) conforme Figura 16a. Os dados de falta de ajuste
apresentados ndo foram significantes considerando 95% de confianca, sendo possivel fazer
inferéncias sobre o conjunto de dados.

(a) (b)
Sequential Lack of Fit| Adjusted  Predicted
SoTEE Sum of df Mean F-value | p-value S e e R
Squares Square Linear 00152 00535 04890 0.0420

 [Model 3130 9 348 2067 0.0019significant P S G s B
| A-Concentration 339 1 339 20.14 0.0065 Cubic 02659 0.9659 Aliased
| B-Temperature 11.28 1 11.28 67.06 0.0004
L C-Time 3.56 1 356 21.16, 0.0058 (C)
| AB 469 1 469 27.86 0.0032
| AC 132 1 1.32 7.87 0.0377 | ‘
| BC 217 1 217 1291 0.0157 _Assay —
A 0.2005 1 0.2005 1.19 0.3248 28952450
L B? 0.7261 1 0.7261 432/ 0.0924 = +3.55495 * Concentration
| 0.4807 1 04807 2.86/ 0.1518 | s0326707 » Temperature
7Residua| 0.8413 5 0.1683 — +0.516255 * Time
| Lackof Fit 0.6846 3 0.2282 2.91 0.2659 not significant = ~0.113390 * Concentration * Temperature
| Pure Error 01367, 2| 0.0783 B -0.100462 * Concentration * Time
_CorTotaI 3214/ 14 : -0.003860 * Temperature * Time

| +1.60087 * Concentration®

| -0.003160 * Temperature’

| -0.007143 * Time?

Figura 16: ANOVA (a), modelos adequados (b) e modelo matematico (c) propostos para a

correlacdo do estresse com o doseamento

Fonte: O Autor (2023)

Todos os termos primarios foram significativos mostrando que a otimizagéo do parametro vai
ser muito afetada pelas condi¢cdes experimentais que forem definidas para o estudo de estresse. Além
disso, todos os termos de interacdo binarias foram significativos sendo a mais critica a interacdo da
concentracdo com a temperatura que, conforme esperado, era o que favoreceria a maior formacao de
impurezas sendo modulado pela quantidade de tempo que o ativo seria exposto. Os termos
quadraticos na equacdo foram mantidos para explicar algumas das variacdes nao lineares, porem, de
baixa significancia para o modelo. A equacdo que foi gerada foi apresentada na Figura 16c.

Na sequéncia das avaliacOes estatisticas foi verificado que os residuos foram normais, sem
outliers (residuos acima de 3 desvios padrdes) e a curva dos valores preditos vs 0s reais estavam bem
correlacionados como mostra a Figura 17. Desta forma ha um maior indicativo de que o modelo

proposto foi adequado e passivel de ser levado a inferéncias de otimizacao.
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Figura 17: Graficos de normalidade, outliers, correlacdo reais vs preditos e dependéncia nas

observacdes para a resposta de doseamento

Fonte: O Autor (2023)

A partir dos dados do modelo matematico foi construida a curva de superficie de resposta

conforme Figura 18. Como foi possivel observar a queda no teor ocorreu em condi¢fes de maior

severidade do tratamento de apixabana de forma mais pronunciada. Estando de acordo com os valores

previstos.
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Para o tratamento de impurezas totais foi verificado que o modelo sugerido foi somente com
fatores primérios e secundarios e o resultado da ANOVA foi apresentado na Figura 19. Como foi
possivel observar houve uma falta de ajuste. 1sso ocorre devido a baixa determinagdo do erro puro.
Nessa situacdo foi continuado a analise, pois pode estar relacionado com a baixa variabilidade
inerente das determinacdes. Novamente os 3 fatores primarios foram significativos com destaque para
0 tempo, que esteve no limite da aceitacdo, indicando que este pode ter baixa relevancia para o estudo

podendo ser controlado com tempo fixo dentro do design space trabalhado.

(@) (b)

Response 2: Total Impurities | |
Source Sum of ‘ Mean F-value| p-value _MM‘ -
I Squares| | Square +2.58638
 |Model 19.14 6 319 1034 0.0021 significant L -4.63032 * Concentration
| A-Concentration 486 1 486 1576 0.0041 L -0.056996 * Temperature
| B-Temperature 559 1 559 18.10 0.0028 L -0.168990 * Time
_ | C-Time 167 1 167 540 00486 | +0.102620 * Concentration * Temperature
__[ AB 384 1. 384 1245 00077 | +0.103947 *Concentration * Time
| AC 1421 142 460 00643 L +0.003552 * Temperature * Time
| BC 1.84 1 184 596 0.0405
__|Residual 247 8 0.3086
| Lack of Fit 247 6 04113 947.00 0.0011 significant
| Pure Error 0.0009 2 0.0004
| |Cor Total 2161 14

Figura 19: ANOVA (a) e modelo matematico proposto (b) para a resposta de impurezas
totais

Fonte: O Autor (2023)

Na sequéncia das avaliacOes estatisticas foi verificado que os residuos foram normais, sem
outliers (residuos acima de 3 desvios padrdes) e a curva dos valores preditos vs os reais estavam bem
correlacionados, sendo essa uma confirmacao que a falta de ajuste ndo foi relevante para a inferéncia

do modelo, conforme Figura 20. Desta forma, foi possivel fazer previs6es de resposta.

55



Normal Plot of Residuals Residuals vs. Predicted
300
]
99 -
'|m .
] o 200 [T}
95': w
Ei
90 < o 3
2 o £ 100
= 80 o
- . . s
E = ks ,
a 504 'y O g 000
32 o T
= o 2 o
m
£ 30 4 ] “ '
5 204 o 2 ool a -
Z o g a]
10 = o ﬁ L
5
] ] 200
1 =
30042
T T T T T T : ) ) i :
-200 -100 0.00 1.00 200 300 -
Internally Studentized Residuals Predicted
Predicted vs. Actual Residuals vs. Run
5 30042
44 200
v
=
=5
=l
3= g 100
[+
=
3
kY 2 = 0 .}
24 000
'2 o
: ; Y
b
>
1 - © 1.00 =4
E
3y
£
0 -200 -
1 30042
T T T T T T T T T T T T T T T T
1 0 1 2 3 4 5 1 3 5 7 9 11 13 15 17
Actual Run Number

Figura 20: Graficos de normalidade, outliers, correlacdo reais vs preditos e dependéncia nas

observacOes para a resposta de impurezas totais

Fonte: O Autor (2023)

A partir dos dados do modelo matematico foi construida a curva de superficie de resposta,
conforme a *Total impurities — Impurezas Totais; Concentration — Concentragdo; Temperature -
Temperatura

Figura 21. Como esperado formagdo das impurezas ocorreu de forma mais eficiente em

condicBes de maior severidade do tratamento de apixabana.
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Para o0 balanco de massa foi realizado o tratamento estatistico e encontrado uma correlacéo

linear dos dados, sem a interagdo de maior ordem.

(@)
Response 3: Mass Balance
Source ‘Sum o df‘ Mean F-value| p-value
o Squares Square
__ Model 11.37 3 379 1592 0.0003 significant
| A-Concentration | 0.0917 1 0.0917 0.3854 0.5474
| B-Temperature 113 1 1.13 474 00522
| C-Time 10.22 1 1022 4291 < 0.0001
__Residual 2.62 11 0.2381
Lack of Fit 247 9 0.2748 377 0.2274 not significant
| PureError 0.1459 2 0.0730
___Cor Total 13.99 14

| |
Mass Balance | =

+97.91084

+0.212432 * Concentration
-0.023691 * Temperature
+0.118832 * Time

Figura 22: ANOVA (a) e modelo matematico proposto (b) para a resposta de balanco de

massas

Fonte: O Autor (2023)

Na sequéncia foram realizadas as avalia¢des graficas, conforme Figura 23, e verificou-se que

os residuos foram normais, sem outliers (residuos acima de 3 desvios padrées) e a curva dos valores

preditos vs os reais ndo estiveram bem correlacionados. Isso prejudica a modelagem para a predi¢édo

teodrica. Entretanto, a previsdo sempre esteve proxima do 100% sendo essa a condicdo de trabalho

esperada. Portanto, por mais que a previsdo nao seja a mais adequada o sistema como um todo tende

para os valores proximos a 100%. Isso pode ter ocorrido devido a dependéncia dessa resposta tanto

das impurezas totais quanto do doseamento.

Normal Plot of Residuals

Residuals vs. Predicted

Predicted vs. Actual

Mormal % Probability
Q

Internally Studentized Residuals

Intermally Studentized Residuals

Predicted

Predicted

Actual

Figura 23: Andlise gréafica da estatistica para o termo do balango de massas

Fonte: O Autor (2023)
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Como o ajuste da superficie ndo foi 0 mais adequado, foi apresentado o heat map (* Mass
Balance — Balanco de Massa; Concentration — Concentragdo; Temperature - Temperatura
Figura 24) do balango de massas mostrando que no tempo de 24 h foi obtido as melhores

respostas.
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Figura 24: Heat map de resposta para balanco de massas em 6 h (a), 15 h (b) e 24 h (c)

Fonte: O Autor (2023)
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Como os produtos de degradacdo obtidos estiveram de acordo com o previsto no topico
Avaliacdo da estrutura quimica de Apixabana para o Estudo de Degradagédo Forcada (EDF), pode ser
considerado que o design space empregado foi suficiente para explicar todas as interacfes entre
concentracdo, tempo e temperatura. Para fins de demonstracdo de seletividade do método analitico
em etapas posteriores, seja em validagdo de matéria prima ou produto acabado, pode-se utilizar uma
condig&o otimizada dentro dos parametros estudos. Para a otimizacao foi colocado como objetivo:

e Minimizar o teor (maximizando a queda);

e Maximizar a formacéo de impurezas;

e Colocar o minimo aceitavel de balanco de massas como 98% até o limite superior
referente ao experimento 6.

Dessa forma, foi construido o heat map das 3 respostas junto do mapa de desejabilidade sendo
0 ndo atende aos critérios e 1 atende a todos sendo o resultado apresentado na Figura 25. Como foi
possivel verificar ha um crescimento claro na desejabilidade com o aumento da concentracéo de HCI,
na temperatura de 60°C no tempo de 24 h. Essa observagdo foi mais bem observada no gréfico em
3D da desejabilidade.
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Figura 25: Heat map das melhores respostas frente ao heat map de desejabilidade no tempo de 24 h de estresse

Fonte: O Autor (2023)
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Adicionalmente a verificacdo de desejabilidade, foi verificado a otimizacdo grafica
apresentada na Figura 26. Como foi possivel observar, a regido em cinza foi onde ndo houve
atendimento dos critérios; na regido em amarelo fosco compreende as incertezas das medicdes; e a
do amarelo a regido de design space robusto as condi¢des informadas. Nessa regido do conhecimento
existem experimentos ja realizados que atendem aos critérios numéricos de otimizacéao: Teste 8, teste
9-11 (pontos centrais), teste 13 e teste 17. Pela avaliacdo estatistica todos estes pontos j& testados

seriam opcOes de condic¢des otimizadas para apresentacdo do perfil de degradacao.
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Figura 26: Otimizacao grafica do design space para a degradacdo acida em 6 h (a), 15 h (b) e 24 h (c). *Overlay Plot — Sobreposicdo Gréfica;
Concentration — Concentracdo; Temperature — Temperatura.

Fonte: O Autor (2023)
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Quando comparados a regido sinalizada pela otimizacdo matematica frente aos testes ja
realizados, foi verificado que em todos aparecem os marcadores principais da condi¢cdo com o balango
de massas dentro do esperado. De acordo com as condic¢des de desejabilidade, a melhor condicdo de
degradacéo foi a do teste 8 onde foi encontrado a maior quantidade de impurezas, um decaimento de
teor alinhado com a formacéo de impurezas e um valor de balan¢o de massa proximo de 100%.

Por fim, o método empregado mostrou-se seletivo de forma suficiente a suprir a necessidade

de separacdo das impurezas no meio acido.

5.3 INJECAO DOS PADROES DAS IMPUREZAS RRT 0,40 E RRT 0,90

De acordo com os resultados de degradacdo forcada em meio &cido, principalmente no
experimento 8, foi possivel observar trés principais produtos de degradacdo: RRT 0,33, RRT 0,40 e
RRT 0,90. Os produtos de degradacdo apresentaram tempo de retencdo relativo muito préximos da
impureza C ou Apixabana Anel Aberto Amida (RRT 0,28), impureza B ou Apixabana Aminoacido
(RRT 0,38) e impureza A ou Apixabana Acido Carboxilico (RRT 0,85) do método utilizado do
fornecedor Micro Labs.

Com o objetivo de confirmar a identidade dos principais produtos de degradacdo do
experimento 8, foram realizadas as inje¢des dos padrdes das impurezas C, B e A e da solu¢do amostra
impurezas submetida ao estresse acido conforme condi¢des do experimento 8 (Figura 27 a Figura

29), para comparacdo dos tempos de retencao.
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Figura 27: Sobreposicéo dos cromatogramas das impurezas especificas C (Apixabana Anel
Aberto Amida), B (Apixabana Aminoécido) e A (Apixabana Acido Carboxilico)

Fonte: O Autor (2024)
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Figura 28: Sobreposicdo dos cromatogramas das solugdo amostra impurezas — controle e

da solucdo amostra impurezas — EDF &cido (Experimento 8)

Fonte: O Autor (2024)
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Figura 29: Sobreposi¢do dos cromatogramas das Solucdo amostra impurezas — EDF acido

(Experimento 8) e das impurezas especificas

Fonte: O Autor (2024)

As Figura 27 a Figura 29 demonstraram que os produtos de degradacdo RRT 0,37 — 0,40 e
RRT 0,85 — 0,90 apresentaram mesmo tempo de retencéo das impurezas especificas B (Apixabana
Aminoacido) e A (Apixabana Acido Carboxilico), respectivamente.

De acordo com o estudo de Secrétan et al. (24) os produtos de degradacdo DP 2 e DP 4
formados em meio &cido, correspondem as impurezas especificas A (RRT 0,85) e B (RRT 0,38) do
método analitico do fornecedor Micro Labs, respectivamente. Dessa forma, foi possivel afirmar que
0 produto de degradacdo RRT 0,37 — 0,40 corresponde ao DP 4 e o produto de degradacdo RRT 0,85
— 0,90 corresponde ao DP 2.

A partir da Figura 29, for observado que o produto de degradacdo RRT 0,305 — 0,33 néo
apresentou 0 mesmo tempo de retencdo da impureza especifica C — RRT 0,28 (Apixabana Anel
Aberto Amida). Essa informacao contribuiu com a afirmacéo descrita anteriormente nos resultados
parciais, onde o produto de degradacdo RRT 0,305 — 0,33 poderia ser um produto de degradacéo
secundario, isto é, uma degradacdo dos produtos de degradacdo RRT 0,37 — 0,40 e RRT 0,85 - 0,90.

De acordo com a estrutura quimica da impureza C (Figura 30), pode-se afirmar que sua
estrutura é muito parecida com a estrutura da impureza B. No entanto, a impureza C apresenta um
grupo amida no lugar do grupo acido carboxilico da impureza B, envolvendo um processo de
amidacdo para que essa substituicdo ocorra. Todavia, a formagéo da impureza C em meio &cido, ndo
foi apresentada no estudo de Secrétan et al. (24), dessa forma, foi possivel afirmar que o produto de
degradacdo RRT 0,305 — 0,33 néo corresponde a impureza C.
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Figura 30: Estrutura quimica da impureza C (Apixabana Anel Aberto Amida) (a) e estrutura
quimica da impureza B (Apixabana Aminoacido) (b)

Fonte: O Autor (2024)

5.4 CARACTERIZACAO DA IMPUREZA RRT 0,33 POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

A fim de identificar a estrutura quimica produto de degradacdo RRT 0,305 — 0,33, realizou-
se a caracterizacdo dessa impureza por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Ultra-Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa (do inglés, Ultra-high Performance Liquid
Chromatography - Mass Spectrometry). Inicialmente foi realizado o estudo do perfil de fragmentacéo
de apixabana, por meio de uma varredura de 0 — 1000 m/z para solugédo padréao de apixabana a 0,5 ug
mL™. Os espectros obtidos foram utilizados para entender a estrutura molecular do composto e
fornece informacdes sobre produtos de fragmentagdo. Com isso, foi possivel observar que o principal
pico, de m/z 460,1, representa o ion molecular da apixabana ([M"H]"), que corresposnde a massa
molecular do composto acrescida de um préton (caracteristica da ionizagdo positiva), conforme
apresentado na Figura 31. Esse pico ¢ crucial para a identificagdo do composto e serve como base
para analisar sua fragmentacao, pois sua intensidade relativa em relag@o a outros fragmentos indica
que o ion molecular € o mais estdvel entre as espécies ionizadas detectadas.

Ainda sobre a Figura 31, diante da ampla presenca de sinais de intensidades relativas, é
possivel analisar os picos de fragmentacdo, pois permite uma visdo detalhada sobre a estrutura
molecular e as regides mais suscetiveis a fragmentacdo. Dentre os picos, destaca-se 0 m/z 149,1, pois
pode estar relacionado a um grupo aromatico ou uma subestrutura presente na molécula na molécula
da apixabana, ja os fragmentos menores como este correspondem na maioria das vezes a grupos
funcionais ou anéis aromaticos clivados. Destaca-se também o0s picos m/z 279,2 e 282,4, que sdo
intermediarios e podem indicar subestruturas da apixabana que se formam por clivagem de ligagdes

especificas, sugerindo que a apixabana possui regides suscetiveis a esse tipo de fragmentacdo. Alem
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disso, a proximidade desses dos ions m/z 369,4 e 370,4 sugere fragmentos com massas muito
semelhantes, o que pode indicar perda de grupos mais complexos como a cadeia lateral ou um grupo
aromatico substituido, j& a observacao de picos similares em uma diferenca de 1 Da pode também ser
devida a presenca de is6topos naturais.

Além disso, um fragmento maior como 0 m/z 498,1 indica uma parte significativa da estrutura
molecular, possivelmente uma variante do ion molecular com um ganho de massa, sugerindo uma
possivel adi¢do ou interagdo com outro atomo ou molécula. Por outro lado, os picos m/z 625,3 e
957,1, mesmo que estejam com intensidades relativamente menores, podem estar relacionados a
produtos de aducdo ou fragmentos complexos formados por interagdes intermoleculares,
possivelmente observaveis devido a forcas intermoleculares entre moléculas da apixabana ou
formag&o de ion secundarios.

Portanto, este espectro fornece uma visao detalhada da estrutura da apixabana e de suas
possiveis fragmentacdes. Assim, o pico em m/z 460,1 confirma a identidade da molécula, enquanto
os fragmentos secundarios identificam regides suscetiveis a quebra (anéis aromaticos e 0s grupos
heterociclicos sdo mais estaveis, ja as ligacdes e os grupos laterais sdo suscetiveis a quebra sob
condicdes de ionizacao). Quando se trata de estudo de degradacao e estresse quimico, estes perfis de
fragmentos secundarios apresenta-se como uma excelente estratégia instrumental para analisar a

qualidade, estabilidade e identificacdo de impurezas.
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Figura 31: Espectro de varredura para a Solugéo padrdo de apixabana a 0,5 pg.mL™*

Fonte: O Autor (2024)

A partir do espectro de varredura para a solugio padrdo de apixabana a 0,5 pug mL™, foi
realizada a analise de perfil de fragmentacdo. Para isso, foram selecionados uma m/z de 460,3 e uma
tensdo elétrica de 20 V. O resultado obtido foi a formacéo de um pico com m/z de 443,3, como pode
ser visto na Figura 32. Este espectro revela informagdes importantes sobre a estabilidade estrutural e
0s possiveis mecanismos de fragmentacao da apixabana. A aplicacdo de uma tensdo de 20 V resultou
em um fragmento predominante com m/z 443,3, indicando uma perda de aproximadamente 17 Da a
partir do ion molecular. Essa perda é consistente com a eliminagdo de um grupo -NH. (17 Da), onde
ocorre a eliminacdo do grupo funcional amina e a formacédo do ion acylium, conforme foi observado
por Secrétan et al. (24). Esse grupo é estabilizado por ressonancia e visto frequentemente como um
fragmento estavel pela técnica.

A obtencdo de um fragmento Gnico e significativo em m/z 443,3 com uma tensao
relativamente baixa de 20 V indica que a estrutura da apixabana é, em grande parte, estavel e que a
fragmentacdo € controlada. Esse comportamento pode indicar que a molécula estudada possui uma
estrutura rigida, pois a presenca de um fragmento Unico, em vez de multiplos picos de fragmentac&o,
também aponta para uma resisténcia estrutural da molécula principal, o que indica sua vantagem em

relacdo a aplicabilidade como farmaco.
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Figura 32: Espectro de fragmentagdo para a Solugéo padrio de apixabana a 0,5 pg.mL*

utilizando m/z de 460 e uma tensdo elétrica de 20 V.

Fonte: O Autor (2024)

Na Figura 33, observa-se o cromatograma de uma solucdo padrdo de apixabana a 0,5 pg mL"
1 cujo objetivo foi identificar o pico de apixabana por cromatografia. Verificou-se que o pico de
apixabana apresentou tempo de retencéo de 17,73 minutos. Esse tempo é caracteristico da interacdo
entre a estrutura quimica da apixabana e a fase estacionaria da coluna sob as condigdes
cromatograficas descritas no procedimento experimental. Dessa forma, o tempo de retencdo em 17,73
minutos indica uma retencdo moderada, sugerindo que a molécula possui uma certa afinidade pela
fase estacionaria, compativel com sua estrutura quimica relativamente apolar com grupos aromaticos

e heterociclicos, mas com polaridade suficiente para equilibrar a interacdo com a fase movel.
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Figura 33: Cromatograma da Soluc&o padrio de apixabana a 0,5 pg.mL™*

Fonte: O Autor (2024)
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Em seguida, foi realizada a analise da amostra submetida ao estresse acido, conforme as
condicOes experimentais do experimento 8. Inicialmente, foi realizada a avaliacdo do espectro de
varredura da solucdo degradada (Figura 34). E possivel observar dois picos em tempos de retencdo
em aproximadamente 5,82 minutos e outro em 7,33 minutos. O primeiro pico pode ser um produto
de degradacdo da apixabana gerado pela exposicéo ao ambiente acido( um RRT 0,33 indica que uma
impureza da apixabana elui aproximadamente em 5,85), ja o segundo pico (7,33) apresenta um tempo
de retencdo relativo de 0,41 em relacéo pico da apixabana (Figura 32), confirmando que € um produto
de degradacao especifico que corresponde ao PD — 4 (impureza B), como ja era esperado para este
TRR, devido esta impureza ser um marcador em condigdes &cidas, conforme foi relatada no trabalho
de Secrétan et al. (24). O ion m/z 478,2 indica um aumento de 18 Da em relagdo a molécula de
apixabana (m/z 460,1) que € consistente com a incorporacdo de uma molécula de agua, uma
modificacdo comum em ambientes &cidos que pode indicar uma hidratacdo ou formacdo de uma
estrutura hidroxilada. Portanto, a apixabana ndo ¢ considerada instavel em condigdes normais, mas

quando submentidas em condic¢des acidas pode apresentar instabilidades.
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Figura 34: Identificacdo do pico da impureza desconhecida com TR em 5,82 minutos (a), identificacdo do pico da impureza B com TR em 7,33
minutos (b), espectro de varredura da impureza desconhecida com TR em 5,82 minutos (c) e espectro de varredura da impureza desconhecida com TR em
5,82 minutos (d)

Fonte: O Autor (2024)
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A Figura 35 mostra cromatogramas ¢ espectros de fragmentagdo para duas impurezas
desconhecidas presentes em uma solugdo de teste de apixabana, sob condi¢des de degradagcdo com
HCI. A primeira impureza , com o tempo de retengdo relativo (RRT) 0,33 (5,82 minutos), apresenta
um ion precursor me m/z 479, enquanto a segunda impureza , com RRT 0,42 (7,33 minutos), possui
um ion precursor de m/z 478,. Ambos os espectros foram obtidos no modo positivo com uma energia
de 20V. Baseando no estudo realizado por Secrétan et al, € possivel discutir possiveis interpretagdes
observados nos espectros de fragmentacao para cada impureza. Para a impureza com m/z 479 (5,82
min) tem-se que no espectro, o ion precursor de m/z 479 gera fragmentos com m/z 461,417 e 392,
entre outros. Dessa forma, a formagao do ion em m/z 461 poderia estar associada a perda de H>O ou
NHs, indicando uma possivel modificacdo na estrutura inicial da apixabana, provavelmente devido a
uma reacao de hidrdlise, conforme descrito na referéncia mencionada. Por outro lado, a presenca de
fragmentos como m/z 417 e 392 também sugere a fragmentacdo de ligacdes caracteristicas da
estrutura da apixabana. Na literatura, fragmentacdes similares sdo observadas em produtos de
degradag¢do sob condigdes acidas, que tendem a afetar principlamente o grupo oxopiperidina.
Portanto, esses dados sdo consistentes com a estabilidade da apixabana em meios acidos, onde a
degradacdo ocorre principalmente com a formagdo de produtos que envolvem a perda de grupos

funcionais especificos e a modificagdo de anéis estruturais.
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A impureza B, identificada como DP-4, possui uma proposta detalhada de fragmentacéo, que
ajuda a interpretar os ions presentes no espectro de massas associada ao m/z 478, registrado no
espectro de fragmentacdo. conforme a proposta de fragmentacéo a baixo (Figura 36). Com base nessa
proposta, € possivel interpretar as m/z dos ions presentes no espectro de fragmentagcdo. Com base na
Figura 6 que destaca a rota de fragmentacdo do DP-4, pode-se interpretar alguns dos principais ions
observados no espectro: m/z 461, 432, 416, 378, 333. O ion protonado [M*H]" em 460 corresponde
a apixabana (1-(4-metoxifenil)-7-oxo-6-(4-(2-oxopiperidin-1-il)fenil)-4,5-diidropirazo[5,4-
c]piridina-3-carboxamida). A apixabana, sob condi¢cdes acidas, sofre hidrdlise em uma das ligacGes
amidicas, levando a formacao do DP-4, cuja estrutura € 5-(4-(3-carbomoil-1-(4-metoxifenil)-7-oxo-
4,5-diidro-1H-pirazol[3,4-c]piridina-6(7H)-il)fenilamino)pentanoato. Esse composto gera um ion
precursor de m/z 478, que sofre uma série de fragmentacdes, resultando em produtos menores.

O ion 461 é formado pela perda de uma molécula de dgua (H20 = 18 Da) a partir do ion
precursor m/z 478, pois a eliminacdo de agua é uma fragmentagdo comum em compostos com grupos
amidicos ou carboxilicos, principalmente em condi¢cdes de ionizagdo positiva. J& o ion 432 é
resultante da perda de monoxido de carbono (CO) que é tipico em compostos que possuem grupos
carbonilicos conjugados, resultando na eliminacdo do CO e na estabilizacdo da estrutura, resultando
em Co4H26NsO3". Ja o fon 416 foi gerado a partir do ion 432, envolvendo também a perda de um
grupo mondéxido, resultando em um fragmento mais leve e mais simples, C23H22NsOs*. O fon 378 é
formado diretamente a partir de DP-4 por um processo de N-dealquilagdo, onde uma das cadeias
laterais contendo nitrogénio é removida, levando a reducao significativa na massa molecular e indica
uma perda de um grupo contendo nitrogénio, caracteristico dos compostos com cadeias alifaticas
ligadas a grupos aromaticos. Por ultimo, um dos principais picos identificados foi o ion m/z 333 que
é formado a partir de m/z 378 pela perda adicional de uma molécula de CO. Esse fragmento representa
uma estrutura simplificada de DP-4, mantendo o nicleo aromatico, mas com reducao significativa de
massa. Esse comportamento é comum em processos de fragmentacdo onde o sistema busca
estabilizacdo através da liberacdo de pequenas moléculas como as citadas. Portanto, a rota de
fragmentacdo de DP-4 sob condi¢des acidas é denominada pela perda sequencial de d&gua, mondxido
de carbono e grupos contendo nitrogénio de N-alquilacdo, o que envolve rearranjos internos e
transaminacdes que estabilizam os ions formados que podem contribuir para a formacao de estruturas
ressonantes e altamente estaveis, facilitando a clivagem de grupos funcionais e simplificam a

estrutura & medida que a fragmentacédo progride.
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Por meio dos resultados obtidos, a Impureza B (DP-4) é formada a partir da hidrolise da
apixabana em meio &cido, indicando que o composto é suscetivel & degradacdo por meio da quebra
de ligacbes amidicas. Assim, em pH &acido, essas aminas podem hidrolisar, levando a formagéo de
novas impurezas. A partir da estrutura da impureza B, considerando o processo de hidrolise, temos
algumas possibilidades paras as estruturas quimicas das impurezas 1, 2 e 3 (Figura 37) com tempo de
retencdo em 5,82 minutos. A impureza 1, poderia resultar da clivagem da amida mais préoxima do
grupo piperidinico, gerando um composto com um grupo &cido carboxilico livre, mantendo parte do
nucleo aromatico e do anel heterociclico. Ja a impureza 2, provavelmente resulta de uma hidrolise
adicional da segunda amida, formando um composto com dois grupos carboxilicos terminais. Com
isso, a estrutura retém a configuracéo do nucleo da apixabana, mas com modificacGes significativas
em suas cadeias laterais, aumentando sua polaridade e potencialmente seu tempo de retengéo. Por
fim, a impureza 3 provavelmente foi formada pela perda de uma das cadeias aromaticas ou
metoxibenzila, mantendo um anel heterociclico central. Essa estrutura é mais simplificada e possui
menos grupos funcionais volumosos, 0 que pode alterar seu tempo de retengdo. Portanto, essas
possiveis estruturas sugerem uma sequéncia de hidrolise e rearranjos de ligacdes que ocorrem de
maneira especifica em pH acido, contribuindo para a formacao de impurezas detectadas, no qual essas

sugestdes corroboram com os estudos realizados anteriormente (Secrétan et al).
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Produtos ionizados

Produto Condig0es [M+H]*  Férmula molecular
relevantes (m/z)
Apixabana - 460 C2sH26N504" 443
Impureza B ) 460, 443, 416, 404, 378,
_ EDF acido 478 Ca25H2sN50s5*
(7,33 min.) 288 e 203
RRT 0,33 o
) EDF acido 479 C25H27N4O6" 461, 435, 417, 392 e 348
(5,82 min.)

Tabela 15. fons dos produtos de degradacdo de apixabana

De acordo com os resultados acima, o espectro de massas da apixabana revelou um ion m/z
460, 0 que é consistente com sua formula molecular. Por outro lado, o ion m/z 443 é observado como
um produto de fragmentacgdo, possivelmente relacionado a perda de NHs. Assim, a impureza B,
identificada com o tempo de retencdo 7,33 minutos, apresenta um ion precursor em m/z 478,
indicando um aumento de massa em relacdo a molécula original, o que sugere a adi¢do de um grupo
funcional, como uma hidroxila resultado de uma hidrélise. Enquanto os fragmentos observados m/z
460, 443, 416, 404, 378, 288 e 203 refletem um perfil de fragmentacdo compativel com um composto
gue mantém grande parte da estrutura da apixabana, mas com uma modificacdo na cadeia lateral.

Por outro lado, a impureza com RRT 0,33 apresenta um fon precursor em m/z 479, que
corresponde a formula molecular C2sH27N4O¢*. Com isso, esse ion sugere uma modificacdo adicional
em relacdo a impureza B, indicando a possibilidade de uma hidrélise mais avancada, onde ambas as
amidas foram convertidas, no qual os ions de fragmentacao com m/z 461, 435, 417, 392 e 348 também
séo consistentes com uma estrutura simplificada, com mais grupos funcionais polares. Dessa forma,
a impureza com RRT 0,33 é atribuida a impureza 1 (Figura 37) devido a suscetibilidade dos
grupamentos amidas que sofreram hidrolises em condigdes acidas. A explicacdo de Secrétan et al.
(24) corrobora com a identificagdo deste trabalho, pois menciona que o grupo amina de cadeia
fechada (piperidina) € mais resistente em condigdes &cidas, enquanto as outras posi¢cdes sdo mais
suscetiveis a hidrolise, devido a necessidade de se ter um ataque nucleofilico mais efetivo devido ao
impedimento estérico presente. Portanto, a impureza 1 provavelmente possui ambas as amidas
hidrolisadas, resultando em dois grupos carboxilicos, o que explica 0 aumento da massa para m/z 479

e 0 tempo de retencdo mais curto devido a maior polaridade.
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6 - CONCLUSAO

Como foi possivel observar o ativo foi suscetivel a degradagéo acida, estando de acordo com
os dados apresentados na literatura. Os produtos de degradacéo principais foram as impurezas A e B.

Por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massa (do inglés, Ultra-high Performance Liquid Chromatography - Mass
Spectrometry), propéem-se que o composto originalmente identificado como RRT 0,33 seja um
produto secundario de interesse formado a partir da hidrdlise acida da impureza B. Também foi
possivel inferir, que a impureza desconhecida RRT 0,33 apresenta estrutura quimica conforme a
proposta de estrutura para impureza 1 (Figura 37).

Para a condicdo &cida foi feito o tratamento estatistico dos dados obtidos sendo evidenciado
toda regido do conhecimento para a via. Os critérios de desejabilidade estabelecidos foram: aumentar
a formacdo de impureza, minimizar o teor e garantir o fechamento adequado de balanco de massas
sendo obtidas varias solugdes que atendem ao critério. O teste 8 (HCI 1 mol L, 60°C e 24 h)
representa uma das solucfes que melhor atende as condigdes impostas. Além disso, pode-se afirmar
por meio do teste 8, que as condi¢des mais extremas foram mais satisfatorias no estudo de degradacéo
proposto fornecendo assim as condi¢fes minimas para obter eficiéncia de degradacdo favoravel
(EDF).

Ressalta-se pela Avaliacdo da estrutura quimica de Apixabana para o Estudo de Degradacao
Forcada (EDF), foi previsto tal comportamento: ativo susceptivel a degradacdo via hidrélise acida
nos grupamentos amidas. Desta forma os dados tedricos estiveram de acordo com as evidéncias

experimentais adquiridas.
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