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RESUMO

Apixabana é um novo farmaco da classe dos anticoagulantes orais utilizado na
prevencdo e no tratamento de eventos de tromboembolismo venoso em pacientes
submetidos a cirurgia de quadril e joelho, além de reduzir os riscos de acidente
vascular cerebral e fibrilagdo arterial. Uma vez que impurezas e contaminantes
podem estar presentes no produto farmacéutico final, as agéncias regulatorias
preveem leis para monitorar essas substancias. O conceito de Quality by Design
(QbD), uma abordagem sistematica que inicia com objetivos pré-definidos e analise
de risco, estd sendo amplamente utilizado no &mbito farmacéutico para desenvolver
formulagcbes e metodologias analiticas. Sendo assim, este trabalho almejou
desenvolver e validar um método indicativo de estabilidade simples, rapido e
sensivel utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinacao
simultanea da apixabana e trés impurezas sintéticas aplicando a abordagem QbD. O
desenho experimental foi feito através do software MODDE® 11 (Umetrics, Suica) e
executado utilizando um cromatégrafo Shimadzu® LC-20A Prominence CLAE-DAD
com deteccdo a 220 nm. O método cromatografico foi estabelecido utilizando uma
coluna Inertsil® CN-3 (150 x 4,6 mm, 5,0 ym) com temperatura do forno de 30°C e
volume de injegdo de 10 pL. A constituicdo da fase movel foi metanol e agua
(50,2:49,8) com fluxo de 1,015 mL/min sem ajuste de pH. O método foi validado
seguindo as guias do ICH e da ANVISA, sendo considerado especifico, sensivel,
linear (r > 0,999), preciso (DPRs < 10% para as impurezas) e exato. Para
especificidade, foi realizada busca de produtos de degradacdo submetendo os
comprimidos de apixabana a condicGes de estresse (radiacdo UVC, temperatura,
oxidacdo e hidrdlise). As substancias envolvidas no presente trabalho também foram
caracterizadas quimicamente e avaliadas quanto ao seu perfil toxicolégico in vitro
através dos ensaios de MTT e vermelho neutro. A mistura da APX e suas impurezas
demonstrou toxicidade aguda, porém este resultado ndo se manteve durante a
exposicdo prolongada, sugerindo um mecanismo de compensa¢do mitocondrial. J&
a impureza 3 apresentou danos significativos em 96 horas de exposicédo, de modo

gue mais estudos devem efetuados para avaliar sua toxicidade.

Palavras-chave: apixabana, CLAE, Quality by Design, validacdo, impurezas,
produtos de degradacao.






ABSTRACT

Apixaban is a novel anticoagulant agent used to prevent and treat venous
thromboembolic events in adults who have undergone total hip or knee replacement
surgery and to lower the risk of stroke in patients with atrial fibrillation. As impurities
and contaminants may be present in the pharmaceutical product, current regulatory
guidelines recommend monitoring such substances. The concept of Quality by
Design (QbD), a systematic approach that begins with predefined objectives and risk
management, is being widely used in the pharmaceutical field to develop new
formulations and analytical methods. Thus, the aim of this work was to develop and
validate a simple, fast and sensitive stability indicating method by high-performance
liquid chromatography (HPLC) for the simultaneous determination of apixaban and
three synthesis impurities using QbD approach. Experiments were designed and
assessed on MODDE® 11 (Umetrics, Sweden) software and carried out in a
Shimadzu® LC-20A Prominence HPLC-DAD at 220 nm. The HPLC method was
established using an Inertsil® CN-3column (150 x 4.6 mm, 5.0 pm) at the
temperature of 30°C and injection volume of 10 pL. The mobile phase consisted of
methanol and water (50.2:49.8) at a flow rate of 1.015 mL/min with no pH
adjustment. Validation of the method was conducted according to ICH and ANVISA
Guidelines, which was considered specific, sensitive, linear (r > 0,999), precise (RSD
< 10% for impurities) and accurate. For specificity, a degradation study was
performed by exposing apixaban tablets to stress conditions (UVC radiation,
temperature, oxidation and hydrolysis). The related substances in the present study
were also chemically characterized and toxicological profile was evaluated by in vitro
tests MTT and neutral red. The mixture of APX and its impurities showed acute
toxicity, but this result did not persist during prolonged exposure, suggesting a
mitochondrial compensation mechanism. Yet, impurity 3 presented significant
damages in 96 hours of exposure and further studies should be considered to

evaluate its toxicity.

Keywords: apixaban, HPLC, Quality by Design, validation, impurities, degradation

products.
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As doencas cardiovasculares (DCV) sdo um grupo de males que acometem o
coracao e 0s vasos sanguineos e, representam hoje as principais causas de morte
no Brasil e no mundo. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de
17 milhdes de pessoas morreram devido a DCVs no ano de 2015, enquanto a
Sociedade Brasileira de Cardiologia estima em torno de 400 mil mortes em 2016,
(OMS, 2016; SBC, 2017; WHO, 2017).

As DCV séo geralmente acarretadas por alguma falha na irrigagcdo sanguinea
de 6rgdos como coracdo e cérebro, bem como membros inferiores e superiores.
Apesar de serem uma importante causa de mortes, as DCVs poderiam ser
prevenidas por meio da abordagem de fatores comportamentais de risco, tais como
ma alimentacéao, tabagismo, sedentarismo e alcoolismo (WHO, 2011).

A trombose é uma DCV associada a formacéo de coagulos decorrentes da
inadequada ativacdo dos mecanismos hemostéaticos — responséaveis pela interrupcéao
do sangramento de vasos sanguineos lesados. Um quadro trombético pode ter
como consequéncia clinica isquemia por obstrucdo vascular local ou embolia a
distancia. Além disso, pode causar infarto do miocéardio e acidente vascular cerebral
(AVC) (HOFFBRAND, 2013).

A terapia farmacologica utilizada para tratar ou prevenir a trombose ou o
tromboembolismo € bastante frequente, uma vez que estas doencas sdo bastante
prevalentes e podem levar a Obito. Estes farmacos podem atuar na coagulacéo
sanguinea, na funcdo plaquetaria ou na remocao da fibrina (fibrindlise) (RANG,
2012).

A apixabana € um inibidor potente, oral, direto e altamente seletivo que se liga
reversivelmente ao sitio de ativacdo do Fator Xa (FXa). Ela inibe o FXa livre e ligado
ao coagulo, e a atividade da pro-trombinase. A apixabana ndo tem efeitos diretos na
agregacado plaquetaria, mas indiretamente inibe a agregagéo plaquetéria induzida
pela trombina. Ao inibir o FXa, a apixabana previne a geracdo de trombina e o
desenvolvimento do trombo (LASSEN, 2007; TURPIE, 2007).

O medicamento foi desenvolvido através da parceria dos laboratérios Bristol-
Myers Squibb e Pfizer, recebendo o nome comercial de Eliquis®. Ele se apresenta na
forma de comprimidos revestidos, disponivel nas dosagens de 2,5 ou 5 mg de
apixabana, devendo ser administrado no maximo duas vezes ao dia.

A apixabana foi aprovada em maio de 2011 pela European Medicines Agency
(EMEA), em abril de 2012 pela Health Canada e, em dezembro de 2012, pelo Food
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and Drug Administration (FDA) para prevencdo de eventos de tromboembolismo
venoso (TEV) e acidente vascular cerebral (EMEA, 2011; FDA, 2012; Health
Canada, 2012).

No Brasil, a apixabana tem aprovacao desde julho de 2011 para prevencao
de eventos de TEV em pacientes adultos que foram submetidos a artroplastia eletiva
de quadril ou de joelho e, para prevencao de acidente vascular cerebral em adultos
com fibrilacdo atrial ndo valvular desde 2013 (ANVISA, 2013).

No que se refere a seguranca e eficacia dos produtos farmacéuticos, o
controle de qualidade de medicamentos é peca fundamental para comprovacao da
gualidade dos mesmos. Tendo em vista a competitividade no setor farmacéutico, a
gualidade constitui uma importante ferramenta na conquista da credibilidade para
destaque no mercado consumidor.

Atualmente, as agéncias regulatérias tem aumentado o rigor das legislacoes e
as exigéncias relacionadas as andlises que devem ser realizadas nos produtos
farmacéuticos. As analises solicitadas englobam desde estudos iniciais de
desenvolvimento e pré-formulacdo, como também avaliagcbes do processo produtivo
(sintese e manufatura) e da estabilidade. H4 também a necessidade de constante
monitoramento da pureza e integridade do medicamento durante toda sua vida de
prateleira.

Dentre as demandas mais atuais, encontra-se a preocupagdo com
fornecimento de estudos de estabilidade e controle de impurezas dos produtos
farmacéuticos, seja matéria-prima ou produto acabado.

Isto se da porque que os ativos farmacéuticos presentes em formulacdes
podem néo estar absolutamente puros. A International Conference of Harmonization
(ICH) define como impureza toda substancia presente que néo seja o proprio insumo
farmacéutico (ou excipientes, no caso do produto acabado). Estas podem ser
oriundas da sintese (intermediarios ou residuos de solventes utilizados), do
processo de producdo do medicamento ou de degradacBes do farmaco devido a
inimeros fatores, incompatibilidade de embalagem e excipientes, ou até mesmo
pela acao de fatores extrinsecos (ICH Q3A(R2), 2006; ICH Q3B(R2), 2006).

Deste modo, faz-se necessaria a investigacdo mais aprofundada de tais
substancias, visto que podem afetar ndo apenas caracteristicas intrinsecas ao
farmaco, como solubilidade e eficicia terapéutica, mas principalmente a seguranca

do paciente, provocando efeitos adversos e toxicidade.
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Como a gama de classes quimicas dos contaminantes pode ser muito variada
e, principalmente nos casos de degradacao, as substancias sdo desconhecidas, a
caracterizacdo do perfil de impurezas representa um desafio analitico consideravel.
No entanto, ainda devido a diversidade destas substancias, o entendimento das
impurezas é bastante importante para os fabricantes, pois informacdes estruturais
podem auxiliar na identificacdo de sua origem e buscar alternativas para elimina-las.

Por ser um medicamento novo, ndo ha monografias farmacopeicas ou em
compéndios oficiais para analise da apixabana (matéria-prima e produto acabado).
Na literatura cientifica pesquisada, sdo poucos os trabalhos que descrevem métodos
para andlise de impurezas do farmaco aplicaveis a forma farmacéutica comprimido e
a matéria-prima.

Tendo em vista o exposto, o desenvolvimento de ferramentas analiticas
seletivas para a deteccdo, separacdo e quantificacdo do farmaco e potenciais
impurezas nos produtos farmacéuticos mostra-se extremamente necessario dentro
do controle de qualidade, bem como a validacdo destas metodologias, a fim de

garantir a confiabilidade dos resultados obtidos.
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Objetivo geral

Desenvolver e validar metodologia analitica para avaliagdo da apixabana na
forma farmacéutica comprimido, bem como de suas impurezas, por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando Quality by Design.

Objetivos especificos

Caracterizar a substancia quimica de referéncia (SQR) de apixabana pelas
técnicas analiticas de espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV),
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de
massas (EM) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC);

Desenvolver e validar um método por CLAE, indicativo de estabilidade, para
identificacdo e determinacdo quantitativa de apixabana nos comprimidos na
presenca de impurezas sintéticas;

Utilizar a técnica de Quality by Design durante o desenvolvimento analitico,
com intuito de obter um método reprodutivel com controle estratégico efetivo,
reducdo do nimero de analises e de tempo no desenvolvimento.

Aplicar o método proposto para a deteccao e quantificacdo das impurezas de
sintese da apixabana,;

Realizar avaliacdo da estabilidade do farmaco frente a condi¢Bes drasticas de
luz, temperatura, e estresse quimico segundo as guias de estabilidade, a fim
de conhecer os produtos formados;

Avaliar a toxicidade aguda e subcronica das impurezas de sintese por

metodologia in vitro.
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3.1 Trombose: uma doencga cardiovascular

As DCVs séo a principal causa de mortalidade, morbidade e hospitalizacdo no
mundo desenvolvido. Segundo a OMS, estima-se que 17,5 milhdes de pessoas
morreram de DCVs em 2015, o que representou 31% das mortes em todo mundo
(WHO, 2017).

No Brasil, segundo dados do DATASUS, as DCVs foram responsaveis por
11% das internacdes hospitalares e cerca de 19,5% dos recursos gastos pelo SUS
com internagdes em geral. De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia, as
DCVs representaram em torno de 29% dos 0Obitos no pais de 2004 a 2013. Estima-
se, também, que s6 no ano de 2016, 400 mil brasileiros foram vitimados por alguma
DCV (SERRANO, 2009; SBC, 2013).

Alguns fatores de risco podem contribuir para o desenvolvimento de DCVs,
sendo estes tanto de origem metabdlica - como dislipidemia, hipertensdo, diabetes e
sobrepeso/obesidade - quanto comportamental (tabagismo, alcoolismo e
sedentarismo) e, até mesmo sociais, como qualidade de vida e baixa escolaridade.
Apesar dos numeros alarmantes, as DCVs podem ser evitadas com medidas
relativamente simples, tais como dieta balanceada incluindo frutas e verduras,
reducdo da ingesta de sal e pratica regular de exercicios fisicos. Ainda, o incentivo
de politicas de saude que promovam campanhas antitabagismo e consumo
moderado de &lcool, bem como acesso a medicamentos para tratamento da
hipertenséo e diabetes também controlaria estes potenciais riscos (WHO, 2011).

A trombose € uma DCV que leva a obstrucdo do lumen de artérias ou veias,
resultante da inadequada ativacdo dos mecanismos hemostaticos — responsaveis
pela interrupcdo do sangramento de vasos sanguineos lesados. A formacgédo de
trombos estd associada a presenca da triade: estase venosa, lesdo endotelial e
hipercoagulabilidade. A doenca tromboética e tromboembdlica tem como principais
consequéncias infarto do miocardio, AVC, trombose venosa profunda e embolia
pulmonar (RANG, 2012; BRAUNWALD, 2013).

Muitos sé@o os fatores associados ao aumento no risco de desenvolvimento de
tromboembolismo, tais como cirurgia venosa ou ortopédica prévias, idade avancada,
insuficiéncia cardiaca congestiva e edema cronico de membros inferiores,
imobilizacdo, obesidade, uso de contraceptivos orais e hormonios, e perda
excessiva de sangue e transfusao (CASSONE, 2002; RANG, 2012).
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A contracdo muscular & importante para manutencdo adequada da fluidez
sanguinea. Casos de imobilizacdo prolongada podem levar ao acumulo de sangue
nas pernas, provocando inchaco e desconforto. Esta imobilidade € um dos fatores
gue podem levar a um quadro de trombose venosa profunda. Estudos
epidemiologicos da OMS apontaram que viagens aéreas superiores a 4 horas
aumentam de 2 a 3 vezes o risco de eventos tromboembolicos. A trombose venosa
pode fazer com que os tecidos drenados pela veia tornem-se edematosos e
inflamados, podendo ser agravada por embolia. Sem profilaxia, a trombose venosa
profunda pode ocorrer em 40% a 70% dos submetidos a artroplastia (CASSONE,
2002; GOODMAN, 2010; WHO, 2017).

Comumente, os coagulos sdo pequenos e ndo geram sintomas, visto que o
organismo saudavel é capaz de dissolvé-los sem prejuizos. J& coagulos maiores
podem provocar dor e inchago dos membros. E possivel que o coagulo migre,
através da corrente sanguinea, para os pulmdes, levando a um quadro de embolia
pulmonar. Esta, por sua vez, tem como sintomas dor toracica, falta de ar e, em
casos graves, morte subita. Este deslocamento pode ocorrer horas ou até dias apos
a formacdo do coagulo na perna (WHO, 2017).

Os trombos podem ser divididos em arterial e venoso. Um trombo arterial,
como ilustrado na Figura 1, consiste principalmente em plaquetas numa rede de
fibrina e geralmente estdo associados a aterosclerose, podendo interromper o fluxo
sanguineo, causando isquemia ou faléncia do tecido a distancia. J& um trombo
venoso tem composicdo parecida com a de um coagulo sanguineo e aspecto
gelatinoso. O trombo pode desprender-se do local ao qual esta aderido e deslocar-
se pela circulacdo formando um émbolo, podendo se alojar nos pulmdes, artéria,
cérebro, entre outros. Entre as consequéncias mais graves estdo AVC e morte
(RANG, 2012).

A hemostasia é a interrupcdo do sangramento de vasos sanguineos lesados,
sendo um mecanismo essencial a vida. O sistema hemostatico € basicamente
composto por endotélio vascular — que atua como uma barreira dindmica —
plaquetas e pelos sistemas de coagulacdo e de fibrindlise, responsaveis pela
formacéo e degradacédo de coagulos respectivamente (RANG, 2012; BRAUNWALD,
2013).

Fisiologicamente, o endotélio dos vasos sanguineos inibe a aderéncia das

plaguetas e dos leucdcitos, evitando assim a formagéo de trombos. Em um caso de
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lesdo vascular, o primeiro mecanismo é a vasoconstricdo, diminuindo o limen do
vaso para reducédo do fluxo sanguineo. Com a liberacdo do fator de von Willebrand,
as plaquetas formam um tampao, a fim de minimizar a hemorragia (BRAUNWALD,
2013).

l Exposicdo de
fostolipideos

Secrecio de mediadores

pré-formados (p. ex., ADP)

& sintasa de medladores
(p.ex, TXA  PAF)

L

Mals agregacéio de o
plaguetas \EF

@®

AEACOES PLAQUETARIAS COAGULACAO SANGUINEA

AN

Figura 1. Principais eventos na formagédo do trombo arterial (RANG, 2012).

A cascata da coagulacdo consiste em um sistema biol6gico de amplificacdo
gue envolve uma cascata de enzimas proteoliticas e cofatores. Nela, precursores
iniciais sdo consecutivamente ativados por protedlise, culminando na formacdo do
coagulo. A atividade dos fatores de coagulacéo Il, VI, IX e X é dependente de
vitamina K para sua sintese e de célcio para sua ativacdo. (RANG, 2012;
HOFFBRAND, 2013).
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A cascata de coagulacdo pode ser ativada por duas vias, como consta na
Figura 2. A via intrinseca é acionada apdés uma lesdo tecidual, em que ha
rompimento entre o endotélio e 0 vaso sanguineo, expondo o sangue ao colageno
da parede vascular. Os fatores envolvidos nesta via sao Xll, Xl, IX e VIII. A via
extrinseca é iniciada por uma lesdo vascular, de modo que o0 sangue tem contato
com a tromboplastina tecidual. Relacionadas a esta via estdo a liberagdo de fator
tecidual e a ativacdo do fator VII. A ativacdo do fator X a Xa é importante sitio para
amplificacdo da cascata, além de ser o ponto de convergéncia entre as vias
intrinseca e extrinseca, constituindo assim a via comum (RANG, 2012;
BRAUNWALD, 2013; HOFFBRAND, 2013).

Lesdo vascular

Contato
TF
X Vlila IX
TF Vlla Xla Xl
[ —]
Villa IXa
focomir cline]
Vil VWE
Xa Va \Y
Trombina
Protrombina _ _ Monbomero
Il Fibrinogénio de fibrina
'Polimero de fibrina Fibrinopeptidios
A+B
Xl Xllla
Fibrina estavel

Figura 2. Cascata de coagulacdo sanguinea (HOFFBRAND, 2013).

O fator X ativado liga-se ao seu cofator Va, formando o complexo da
protrombinase, que resulta na formagdo da trombina. Derivada da protrombina (II),
ela € a ultima enzima da cascata, responsavel pela conversao do fibrinogénio (1)
solivel do plasma em redes de fibrina polimerizada, que constituem o coagulo
sanguineo (HOFFBRAND, 2013).
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Tal como a ativagédo da cascata de coagulagéo, o processo de lise do coagulo
também é uma resposta hemostatica normal a leséo. Na fibrindlise, através da lise
da fibrina pela plasmina, ocorre a degradacdo do coagulo em pequenos produtos
sollveis. Estes sdo liberados na corrente sanguinea, onde sao eliminados pelos
macréfagos. Além da fibrindlise, a coagulacdo sanguinea € modulada por inibidores
enziméaticos, como a antitrombina Il (RANG, 2012; HOFFBRAND, 2013).

3.2 Tratamentos farmacoldgicos

Durante décadas, a terapia para tratamento e prevencdo de eventos
tromboéticos com anticoagulante foi baseada na administracdo de duas classes
diferentes: os antagonistas da vitamina K (como a varfarina), e as heparinas
(FAVALORO, 2015; HUYNH, 2017).

A varfarina € o anticoagulante oral mais utilizado no mundo e atua como
antagonista da vitamina K, elemento essencial para a cascata de coagulacao.
Embora a varfarina tenha demonstrado ser altamente eficaz para a prevencédo do
tromboembolismo, seu uso € limitado pela necessidade de constante monitoramento
dos pacientes devido ao risco de sangramento e estreita janela terapéutica. Além
disso, o farmaco apresenta diversas interagfes, tanto medicamentosas quanto com
alimentos (GOODMAN, 2013; MAKARYUS, 2013; HUYNH, 2017).

A heparina € um mucopolissacarideo acido, negativamente carregado e de
elevado peso molecular. Seu mecanismo estéa relacionado com a inibicdo da cascata
de coagulacao através da potencializacdo da atividade da antitrombina Ill. Em razao
de sua carga e peso molecular, a heparina ndo é absorvida no intestino, de modo
gue sua administracdo se d& pelas vias intravenosa ou subcutanea. As heparinas
ainda podem ser de baixo peso molecular, essas sendo administradas unicamente
pela via subcutédnea, porém, ndo sao tdo potentes, levando a diminui¢cao no intervalo
de dose (RANG, 2012; HOFFBRAND, 2013).

Na ultima década, pdde-se observar um crescimento exponencial de novos
agentes anticoagulantes e antiagregantes plaquetarios desenvolvidos para uso
clinico, com intuito de substituir os tratamentos antigos. A literatura cientifica tem
trazido cada dia novas evidéncias de aplicacbes desses farmacos, sendo alguns
deles ja aprovados pela ANVISA para uso no Brasil como a dabigatrana, a

rivaroxabana e a apixabana. Esse fato traz alternativas ao tratamento, porém impde
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tanto recomendacdes quanto restricbes especificas e riscos associados a cada
medicamento que devem ser observados antes de utiliza-los (SBC, 2013; HUYNH,
2017).

Uma estratégia chave para descoberta e desenvolvimento de novos
anticoagulantes tem como foco enzimas especificas da cascata de coagulacdo
sanguinea, conforme ilustrado na Figura 3. Uma abordagem interessante é a
inibicdo da geracao de trombina, por inibicdo do fator Xa (FXa) de coagulacéo. Isto
porque o FXa é o primeiro local de amplificacdo da cascata, uma vez que uma
molécula de FXa catalisa a formacdo de aproximadamente 1000 moléculas de
trombina (PINTO, 2007; TURPIE, 2007).

Via extrinseca Via Intrinseca

Heparina +
AT

Contato

Lesao tecidual (p. ex., com vidro)

Fator tecidual

Plaguetas
b4
| /"
\ /
X y \ /
\ 7
ol = — .' '
HBPMs + by
i FL
Aplxabana Rivaroxabana Ca* Xil
1l (Protrombina) & (Trombina)

s ¥,

Hirudina +
Dabigatrana etexilato Fibrinoganio Fibrina Fibrina estével

Figura 3. Locais de acdo dos farmacos anticoagulantes (adaptado de RANG, 2012).

Desta forma, os novos anticoagulantes orais diretos (NAODs) estdo sendo
desenvolvidos para proporcionar inibicdo direta dos fatores lla (trombina) ou Xa.
Além da administracdo oral, os farmacos desta classe tem como principais

vantagens o fato de serem utilizados em doses fixas, 0 que teoricamente
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proporciona um perfil farmacocinético mais homogéneo, além de n&o necessitarem
de monitoramento laboratorial, sendo assim mais seguros (MAKARYUS, 2013;
FAVALORO, 2015).

A dabigatrana foi o primeiro representante da classe dos NAODs a obter
aprovacao, tendo como mecanismo de acao a inibicdo competitiva da trombina. J4 a
rivaroxabana foi o primeiro inibidor direto do FXa comercialmente disponivel. A
apixabana é um inibidor direto do FXa mais novo e mais potente que a rivaroxabana.
Em termos de utilizacdo, os agentes inibidores do FXa ja ultrapassaram os inibidores
da trombina (BONAR, 2016; HUYNH, 2017).

3.3 Apixabana

Apixabana é um potente inibidor reversivel do fator Xa livre e do complexo
protrombinase com elevada seletividade. Ela n&o requer antitrombina Il para
desempenhar sua atividade antitrombotica. Apesar de nao possuir efeito direto sobre
a agregacao plaquetaria, a apixabana inibe a agregacdo plaquetéria induzida pela
trombina (FROST, 2012; AUSTRALIA, 2015).

As atividades antitromboticas e anti-Xa foram demonstradas em ensaios in
vitro e em espécies animais in vivo. Os pacientes tratados com apixabana
demonstraram reducdo de 21% no risco de sofrer AVC em relacdo aqueles que
receberam o tratamento padrdo com varfarina. Além disso, houve reducao relativa
de 31% do risco de hemorragia, especialmente no cérebro, e em 11% no risco de
morte. A apixabana também se destaca como superior a enoxaparina na profilaxia
primaria da TEV e a varfarina na prevencdo de AVC e reducdo de eventos
hemorragicos (LASSEN, 2007; LASSEN, 2010; GRANGER, 2011).

O farmaco apresenta baixo volume de distribuicdo, clearance total reduzido,
boa biodisponibilidade oral (acima de 50%) e € eliminado por vérias vias, incluindo
hepatica, renal e excrecao biliar. Apesar da via renal, o medicamento pode ser o
mais indicado para pacientes com insuficiéncia renal. Ele é rapidamente absorvido
oralmente, com concentragbes maximas aparecendo entre 1 e 3 h apds a
administracdo e possui meia-vida de 8 a 15 horas (LASSEN, 2007; ROMUALDI,
2011; FROST, 2012; MAKARYUS, 2013).

Da dose administrada de apixabana em humanos, aproximadamente 25% é

recuperada como metabdlitos. A apixabana inalterada é o principal componente
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relacionado ao farmaco presente no plasma humano sem metabdlitos ativos
circulantes presentes. O metabdlito majoritario é O-desmetil apixabana sulfato, que
nao é farmacologicamente ativo. A ligacédo as proteinas plasmaticas em humanos é
de aproximadamente 87%. Sua eliminacdo ocorre principalmente pelas fezes — em
torno de 50% - e, em menor proporcao, metabolizado pelo citocromo 450 e
excretado pelo figado e urina (AUSTRALIA, 2011; MAKARYUS, 2013).

A denominacéo da apixabana conforme a IUPAC é 1-(4-metil fenil)-7-o0xo-6-
[4- (2-0x0 piperidina-1-il)fenil]-4,5-dihidropirazol[5,4-c]piridina-3-carboxamida, e sua
férmula molecular é C25H25N504. Possui massa molar de 459,48 g/mol e sua
estrutura quimica esta representada na Figura 4. A apixabana é uma molécula néo-
quiral, sem polimorfismo conhecido e com classificacdo biofarmacéutica classe lll,
apresentando alta solubilidade e baixa permeabilidade (PINTO, 2007; AUSTRALIA,
2015).

Figura 4. Estrutura quimica da apixabana.

No Brasil, a apixabana é vendida comercialmente sob o nome Eliquis®, que se
apresenta na forma de comprimidos revestidos contendo o equivalente a 2,5 ou 5
mg de apixabana. O medicamento foi desenvolvido através da parceria dos
laboratérios Bristol-Myers Squibb e Pfizer e obteve sua aprovacdo em julho de 2011
para prevencdo de eventos de tromboembolismo venoso em pacientes adultos que

foram submetidos a artroplastia eletiva de quadril ou de joelho e, desde 2013, para
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prevencdo de acidente vascular cerebral em adultos com fibrilacdo atrial ndo valvular
(ANVISA, 2013).

3.3.1 Sintese

A sintese registrada pela Bristol-Myers Squibb se mantém sob protecéo
patentéria até 2021 no Brasil. Somente apds este periodo farmoquimicas poderédo
produzir o farmaco. Desta forma, é importante atentar-se ndo apenas a uma forma
de preparo especifica, mas sim adotar um olhar global, principalmente tendo em
vista que o Brasil ndo possui muitas industrias farmoquimicas capazes de sintetizar
matérias-primas de farmacos em larga escala, demandando sua importacao.

Na literatura cientifica, € possivel encontrar rotas de preparo deste insumo
oriundas de diversos paises. A sintese proposta por Xu e colaboradores (2015),
apresentada na Figura 5, ocorre em 3 etapas (XU, 2015).

Dentre as moléculas apresentadas, os trés intermediarios finais,
representados na Figura 6, chamam atencao, pois, embora estejam presentes em
varias outras propostas de sintese, ndo possuem informac¢des quanto a atividade
farmacoldgica ou toxicidade. Com excecdo do ultimo passo, ndo ha métodos na
literatura cientifica que contemplem a andlise das impurezas oriundas desta rota
sintética para producao de apixabana (PINTO, 2007; MAXWELL, 2011; AGRAWAL,
2012; NEVULURI, 2017; SUN, 2017).
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Figura 6. Estruturas quimicas das impurezas sintéticas a serem investigadas.

3.3.2 Analise quantitativa da apixabana

Na literatura cientifica, constam alguns estudos para quantificacdo da
apixabana voltada para estudos farmacocinéticos e avaliacdo de impurezas. Zhang
e colaboradores (2016) desenvolveram um método hifenado CLAE-EM para
avaliacdo simultanea de trés anticoagulantes orais em plasma de ratos. Também
propondo acoplamento destas técnicas, Delavenne e colaboradores (2013)
realizaram a separacdo e quantificacdo da apixabana em plasma humano por
método gradiente, seguida por identificacdo dos analitos através do monitoramento
de transicgoes.

Ainda em plasma humano, Pursley e colaboradores (2014) utilizaram coluna
Chromolith® monolitica e modo isocratico para quantificar apixabana e seu principal
metabdlito. Os demais métodos estao relacionados com determinacéo da apixabana
matéria-prima e suas impurezas (sintéticas e de degradacao), detalhados na Tabela
1.
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Tabela 1: Métodos de andlise de apixabana e suas impurezas por cromatografia liquida encontrados

na literatura.

Coluna/Deteccéo

Fase movel

Tempo de anadlise

Referéncia

Tampéo fosfato e

C1825cm/ . PRABHUNE et al.,
metanol 60 min
CLAE 220 nm . 2014
Modo gradiente
Zorbax Bonus® Acetonitrila e 4gua
_ GOTTAPU et al.,
25 cm / CLAE (90:10) 35 min
, - 2015
270 nm Modo isocratico
Core shell C18 10 Tampao fosfato e
o _ LANDGE et al.,
cm / CLAE 225 acetonitrila 40 min
: 2015
nm Modo gradiente
C1825cm/ o ] i
Acetonitrila e agua . SECRETAN et al.,
CLAE/EM-EM _ 25 min
Modo gradiente 2015
220 nm
Tampao fosfato,
acetonitrila e
C1825cm/ _ _ _ TANTAWY et al.,
trietanolamina 7 min
CLAE 275 nm 2016

(53:47:0,03)
Modo isocratico

3.3.3 Estudos de estabilidade da apixabana

Até 0 momento, os principais estudos envolvendo método de determinacéo da
apixabana estdo relacionados a sua estabilidade e a presenca de produtos de
degradacdo. Prabhune e colaboradores (2014) conduziram estudo para avaliar a
estabilidade do insumo farmacéutico, submetendo apixabana a hidrolise acida e
basica (HCI M e NaOH 5 M, respectivamente), oxidacdo (H202 1%), fotdlise
(radiacdo UV) e alta temperatura (105 °C). O grupo encontrou degradacéo superior a
12% quando o farmaco foi submetido ao meio acido, mantido a 60 °C por 3,5 horas.
Nas demais condi¢des, ndo se observou decréscimo no teor da apixabana. A analise
foi conduzida em CLAE, utilizando equipamento da Waters®, coluna C18 de 25 cm a
30 °C e deteccdo em 220 nm. Em modo gradiente, a fase movel contendo tampéo
fosfato pH 4,5 e metanol foi eluida na vazéo de 1,0 mL/min, totalizando 60 minutos

de andlise.
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Durante a validacdo do método analitico, Landge e colaboradores (2015)
promoveram a degradacdo dos comprimidos de apixabana, que foram sujeitos a
camara de fotoestabilidade por 1,2 milhdes de lux hours, estufa a 105 ‘C durante 7
dias, oxidacdo com H202 15% por 24 horas e hidrdlises acida (24 horas em HCI 1
M) e béasica (2 horas em NaOH 1 M). Como resultados, foram encontrados um
produto majoritario acido e um basico, representando 3,2% e 20,06% da area total
de seus respectivos cromatogramas. A analise, com duracdo de 40 minutos, foi
realizada em CLAE Agilent com detector de fotodiodos a 225 nm, equipado com
coluna C18 de 10 cm. A fase mdvel era constituida por tampéo fosfato e acetonitrila,
em modo gradiente, na vazao de 1,0 mL/min.

Também em CLAE, mas utilizando detector EM, Secretan e colaboradores
(2015) estudaram o comportamento dos comprimidos de apixabana frente a
condicdes de estresse. Nas condicdes fotoliticas (UVA e UV visivel por 36 horas),
térmicas (7 dias a 80 °C) e oxidativas (H202 3% por 72 horas) ndo ocorreu
degradacdo. Ja na hidrélise, os pesquisadores encontraram dois produtos oriundos
da degradacao basica (NaOH 0,1 M por 3 horas) e 6 produtos da degradacédo acida
(HCI 0,1 M por 24 horas). O método cromatogréfico fez uso de coluna Zorbax® C18
de 25 cm a 25 °C, tendo analisado as amostras a 220 nm e tempo total de 25
minutos. A fase mdvel, composta por 4gua e acetonitrila em modo gradiente, foi
eluida numa vazdo de 1,0 mL/min. A espectrometria de massas possibilitou a
elucidacao estrutural dos produtos de degradacédo, utilizando um triplo quadrupolo
ion trap com ionizacao por electrospray em modo positivo. Através dessa analise, foi
possivel propor a rota de formacao das impurezas, bem como identificar que um dos
produtos formados era comum as condicdes acidas e basicas.

Com uma abordagem diferenciada, Tantawy e colaboradores (2016) foram
capazes de determinar a presenca de produtos de degradacao hidrolitica utilizando
um método espectrofotométrico indicativo de estabilidade. Para o estudo,
comprimidos triturados de apixabana foram expostos a HCI 5 M a 100 °C por 5 horas
ou NaOH 5 M a 120 °C durante 7 horas, até sua completa degradacdo. Apos
ressuspensao em metanol, o solubilizado das degradacdes foi avaliado por meio das
técnicas de infravermelho e cromatografia gasosa acoplada a detector de massas.
Uma mistura do pé dos comprimidos integros e do produto originado da hidrélise foi
analisada em espectrofotdmetro Shimadzu®. Foi feita varredura de 200 a 400 nm e,

atraves das analises de primeira derivada, derivada da razao, razéo da diferenca e
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centralizacdo na média da razéo espectral, ficou evidenciada a presenca do produto
como contaminante da apixabana. No estudo, as amostras de apixabana também
foram testadas a temperatura de 120 °C, luz UV e H202 30%, todas por 10 horas,
mantendo-se estaveis. Em paralelo ao método proposto, foi feita andlise
cromatografica de todas as condigcbes de estresse, onde pbOde-se confirmar o
resultado espectrofotométrico.

Em todos os estudos, a apixabana se mostrou suscetivel a degradacéo acida
e estavel frente a luz, a temperatura e ao peroxido de hidrogénio. Os resultados

quanto a degradacdo basica se mostraram divergentes, carecendo maiores

investigacoes.

3.3.4 Analise de impurezas da apixabana

Dentre os trabalhos que investigam impurezas sintéticas da apixabana, dois ja
foram citados anteriormente, pois também estdo relacionados a estabilidade.
Prabhune e colaboradores (2014) elegeram dois intermedidrios de sintese para
avaliar em seu método. Estas foram caracterizadas com espectrometria de massas,
infravermelho e RMN de hidrogénio. O tempo de retencdo para apixabana foi de
13,6 minutos e os limites de quantificacdo encontrados para as impurezas foram
0,024 pg/mL e 0,026 pg/mL. No entanto, os cromatogramas apresentados no
trabalho ndo mostram picos bem definidos para as impurezas.

Ja o estudo desenvolvido por Landge e colaboradores (2015) envolveu nove
impurezas sintéticas doadas por um laboratério indiano. Os limites de quantificacao
para as impurezas ficaram em torno de 0,01 ug/mL. Apds a validagdo analitica, o
método foi aplicado para a busca destas impurezas em amostras de comprimidos e
da matéria-prima. Das nove substancias propostas, seis foram encontradas, sendo
trés no insumo farmacéutico e trés no produto acabado.

Gottapu e colaboradores (2015) optaram por investigar uma impureza
denominada como “di-hidro”, cuja estrutura é a mesma da apixabana, porém com
uma insaturacdo entre os carbonos 8 e 9, portanto, com dois hidrogénios a menos
em relagdo a molécula original. Para as analises, foi utilizado cromatédgrafo liquido
de alta eficiéncia com deteccdo UV a 270nm e coluna Zorbax Bonus RP® de 25 cm a
40°C. Constituida por acetonitrila e agua (90:10) v/v, a fase movel teve vazéo de 1,2

mL/min. O tempo total de analise foi de 35 minutos, com tempos de retencéo de 8,52
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minutos para apixabana e 9,69 para a impureza. O limite de quantificacdo para a
impureza em questao foi de 2,34, no entanto, 0os pesquisadores nao especificaram a
unidade desta concentracdo. Ainda, os resultados apresentados referentes a
validacdo do método sdo apenas da impureza, embora as solucfes utilizadas no
processo contivessem apixabana.

Dentre as impurezas tratadas nestas publicacdes, uma estrutura € comum a
varias sinteses, estando tanto nos trabalhos de Prabhune (impureza 2) e de Landge
(impureza 6), como na presente dissertacdo (impureza 3). Conforme o exposto, fica
evidenciada também a falta de um método analitico que seja capaz de analisar
apixabana e suas impurezas de maneira rapida, a ser incorporado na rotina do

laboratorio, e que tenha simples preparo de amostra e fase movel.

3.4 Andlise e controle de impurezas em produtos farmacéuticos

Para que um produto farmacéutico esteja apto a ser utilizado, é necessario
garantir sua qualidade, bem como atestar que 0 mesmo nao colocara em risco seus
usuarios em virtude de inconformidades quanto a seguranca. O fabricante é
responsavel pela qualidade de seus medicamentos, devendo assegurar que estes
sejam apropriados aos fins a que se destinam, além de cumprir com 0S requisitos
estabelecidos em seu registro, como eficacia e estabilidade (BRASIL, 2010).

E atribuicio do controle de qualidade a aprovacdo dos produtos
farmacéuticos, bem como a realizacdo das atividades referentes aos ensaios, a
organizacdo, a documentacao e aos procedimentos de liberacdo dos mesmos. Ja a
garantia da qualidade esta associada a totalidade de acdes sistematicas necessarias
para assegurar com confianca adequada que um produto cumpre seus requisitos de
qualidade (BRASIL, 2010).

O cumprimento das boas préticas de fabricacdo esta orientado primeiramente
a diminuicdo dos riscos inerentes a qualquer producdo farmacéutica, 0s quais nao
podem ser detectados somente pela realizacdo de ensaios nos produtos terminados.
Para tanto, sdo elaborados estudos quanto a compatibilidade do insumo e dos
excipientes da formulacdo e testes de estabilidade com a finalidade de prever o
comportamento dos mesmos frente a determinadas condigcbes de temperatura e

umidade a que possam ser submetidos durante a vida de prateleira (BRASIL, 2010).
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Da mesma maneira, ha cada vez mais preocupacao por parte dos fabricantes
com relacdo as analises e ao controle de impurezas nos produtos farmacéuticos,
nao apenas por essas substancias poderem alterar caracteristicas fundamentais dos
produtos, mas também pelo aumento das exigéncias regulatérias. A ANVISA, assim
como outros 6rgdos, tem demonstrado - através de novas normas, como a RDC
53/2015 - a importancia e necessidade da investigacdo do perfil de impurezas ao
gual devem ser submetidos produtos novos ou que ja estdo no mercado e irdo sofrer
alteracdes pos-registro (BRASIL, 2015).

A determinacéo do perfil de impurezas € um conjunto de atividades analiticas
para deteccdo, quantificacdo, identificacdo e elucidacdo estrutural das impurezas
presentes em um insumo ou produto farmacéutico. Este perfil pode ser alterado
mesmo com pequenas mudancas, seja na tecnologia de producdo, na origem dos
materiais de partida, nas condicbes de purificacdo e até mesmo no modo de
armazenamento. O farmacéutico deve conhecer o perfil de impurezas do farmaco
utilizado no desenvolvimento de suas formulacBes, para que as informacdes
guimicas acerca do contaminante ajudem a diferenciar impurezas relacionadas a
sintese e produtos de degradacdo. Isto é importante no desenvolvimento de
métodos analiticos indicativos de estabilidade, tanto do ponto de vista regulatério,
como para buscar a origem da impureza e tentar elimina-la (GOROG, 2017).

No que tange a tematica de impurezas, as referéncias mais importantes
mundialmente e que direcionam as ac¢des a serem tomadas sdo os guias Q3A e
Q3B do ICH. O primeiro, denominado Impurities in New Drug Substances, aborda
questdes relacionadas ao insumo farmacéutico, norteando estudos acerca do perfil
de impurezas, além de estabelecer os limites para notificacdo, identificacdo e
gualificacdo destas (Tabela 2). O guia € dividido em aspectos quimicos —
classificacdo de impurezas, como reporta-las e efetuar as andlises — e de
seguranca, trazendo informacdes especificas quanto a qualificacdo de impurezas
presentes, além de fluxograma para auxiliar na tomada de decisdo (ICH Q3A(R2),

2006).
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Tabela 2. Limites de notificacdo, identificacdo e qualificacdo de impurezas em substancias ativas (ICH
Q3A (R2), 2006).

Dose Diaria  Limite de Limite de Limite de

Maximat notificagao?3 identificacao® gualificagcao®

<2 g/dia 0,05 % 0,10 % ou 1 mg da 0,15 % ou 1 mg da
ingestao diaria (0 que  ingestéo diaria (o que
for menor) for menor)

> 2 g/dia 0,03 % 0,05 % 0,05 %

1 Quantidade maxima da substéncia ativa administrada por dia;
2 Limites de notificagcdo maiores devem ser cientificamente justificados;
3 Limites menores podem ser apropriados se a impureza possuir toxicidade diferenciada.

Conforme o guia, as impurezas podem ser classificadas em trés categorias
principais: residuos de solventes, impurezas inorganicas e impurezas organicas.
Neste contexto, inUmeras substancias podem ser incluidas, dentre elas: reagentes
de partida, isbmeros, intermediarios de sintese, reagentes, solventes, catalisadores
e produtos de degradacao (ICH Q3A(R2), 2006).

Os solventes sdo substancias organicas volateis utilizadas ou produzidas no
processo de preparo de insumos, excipientes ou produtos finais. A escolha dos
solventes € um parametro critico na sintese, podendo influenciar em caracteristicas
como rendimento, pureza e solubilidade. Como os solventes ndo sdo completamente
removidos por técnicas praticas durante o processo, € preciso ter em vista a sua
toxicidade. Por isso, 0s solventes séo classificados quanto ao seu risco potencial e,
seu controle é abordado mais cuidadosamente no guia Q3C do ICH (ICH Q3C(R5),
2011).

As impurezas inorganicas geralmente estdo associadas ao processo de
sintese e tem sua estrutura conhecida. Os principais representantes desta classe
sdo reagentes, ligantes, catalisadores, metais (pesados ou residuais) e sais
inorganicos. A deteccdo e quantificacdo destas impurezas normalmente sao
realizadas por meio de procedimentos farmacopeicos. Os limites de aceitacdo para
estas substancias devem basear-se em padrdes compendiais ou dados de
seguranca conhecidos (ICH Q3A(R2), 2006).

As impurezas orgéanicas sdo as mais comumente encontradas nos produtos
farmacéuticos. Neste grupo de impurezas, incluem-se os materiais de partida da

sintese, bem como intermediarios, produtos de degradacdo formados no
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armazenamento, entre outros. Compostos como enantibmeros sdo importantes
representantes desta classe de impurezas, haja vista que a quiralidade é um desafio
nas técnicas de separacdo e a elevada quantidade de medicamentos que é
comercializada na forma de mistura racémica (ICH Q3A(R2), 2006; GOROG, 2017).

Ja no guia Impurities in New Drug Products, o foco é voltado para os produtos
de degradacdo, uma vez que estas sao consideradas as principais impurezas
relacionadas ao produto acabado. Além dos produtos de degradacao derivados do
insumo ativo, também estdo inseridos nesta categoria os produtos de reacdes
cruzadas entre farmaco e excipientes da formulacdo e/ou com os materiais de
embalagem do produto. Este guia também traz os limites adotados para reportar 0s
produtos de degradacéo, estes sendo compativeis com os da legislacédo vigente da
ANVISA e apresentados na Tabela 3 (ICH Q3B (R2), 2006).

Tabela 3. Limites de notificacdo, identificacdo e qualificacdo para produtos de degradacéo.

Dose Maxima Diaria’ Limites®
<19 0,10 %
Limites de Notificacao >1g 0.05 %
<1mg 1,0% ou5 ug ITD, o que
Limites de Identificagéo for menor
1 mg-10mg 0,5 % ou 20 ug ITD, o que
for menor
>10mg-2g 0,2% ou2mgITD, o que
for menor
>29 0,10 %
<10 mg 1,0 % ou 50 ug ITD, o que
Limites de Qualificag&do for menor
10 mg — 100 mg 0,5 % ou 200 ug ITD, o
gue for menor
>100mg-2g 0,2 % ou 3 mg ITD, o que
for menor
>29 0,15 %

1 - Quantidade do medicamento administrado por dia

2 - Limites dos produtos de degradacdo séo expressos como a percentagem do insumo
farmacéutico ativo ou como a ingestéo total diéria (ITD) do produto de degradacgéo. Limites
menores podem ser apropriados se a impureza possuir toxicidade diferenciada.

3 — Limites de notificacdo maiores devem ser cientificamente justificados

Para que se conheca o perfil de degradacao do farmaco, é necessario avaliar
a estabilidade do mesmo perante condi¢des de estresse. Os estudos de degradacao

forcada devem promover degradacdo em extensao suficiente a fim de permitir
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avaliacdo da formacao de produtos, sendo essa superior a 10 % de degradacéo do
insumo e inferior aquela que levaria a degradacdo completa da amostra. Estes
resultados fornecem subsidios para o desenvolvimento e validacdo de metodologias
de analise desses produtos. Nos estudos de degradacédo forcada, as amostras
devem ser submetidas a: aquecimento, umidade, hidrélises &cida e basica,
oxidacao, exposicao fotolitica e ions metalicos (BRASIL, 2015).

3.5 Técnicas analiticas aplicadas na analise de impurezas

Nos ultimos anos, a preocupacdo com o perfil de impurezas e métodos
relacionados apresentou aumento consideravel, o que se refletiu também nas
publicacdes cientificas com este tema. Diversas técnicas podem ser utilizadas para o
monitoramento de impurezas em produtos farmacéuticos e a escolha do mesmo
deve ser baseada na capacidade deste detectar e diferenciar os compostos
presentes em uma determinada amostra. No que tange a busca por impurezas, para
gue o meétodo sirva ao seu propdsito, necessita apresentar alta seletividade e
sensibilidade, haja vista que estas substancias se apresentam em baixas
concentracdes (HOLM, 2015).

A grande maioria dos métodos reportados na literatura envolvendo impurezas
utiliza CLAE com deteccdo UV. A CLAE apresenta precisdo, velocidade e alta
capacidade de separacdo, além de diferentes tipos de detectores, como
fluorescéncia, UV, espectrometria de massas, dentre outros. As colunas
cromatograficas apresentam novas tecnologias de preenchimento e tamanho de
particula, possibilitando inovacfes mesmo em uma técnica classica como a CLAE e
com tantas aplicacfes na area quimica e farmacéutica (GOROG, 2017).

O uso da CLAE como método de separagdo acoplado a outras técnicas, como
a espectrometria de massas, tem se tornado escolha frequente para analise de
impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos. Esses métodos,
chamados de hifenados, estdo sendo cada vez mais utilizados na rotina, pois aliam
as vantagens de cada equipamento, permitindo a identificacdo e elucidacéo
estrutural das substancias complexas com maior assertividade.

Outros métodos de separacdo comumente utilizados sdo cromatografia
gasosa (CG), cromatografia de fluido supercritico (CFS), cromatografia liquida de

ultra eficiéncia (CLUE) e eletroforese capilar (EC). A CG esta bastante associada a
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busca de solventes residuais e produtos de degradacdo oxidativos, enquanto a
CLUE, operando em alta presséo, auxilia a diminuir o tempo de corrida em andlises
em modo gradiente com uma ampla gama de compostos ou substancias complexas
como diastereoisémeros. Apesar de consumir menos volume de solvente e, em
geral apresentar baixo custo, a EC apresenta menor reprodutibilidade e
sensibilidade em relacdo a CLAE (HOLM, 2015).

Além destas ja citadas, podem ser utilizadas também técnicas
espectroscopicas, tais como a espectrofotometria no UV e no infravermelho (IV), a
espectroscopia de RMN e a EM. Ainda que estes métodos ndo sejam responsaveis
pela separacdo, sdo muito utilizados para caracterizacdo de impurezas que foram
previamente isoladas, ou quando estdo hifenados a técnicas com outros principios.
A EM sem separacdo prévia estd comumente associada a deteccdo de

contaminantes em andlises forenses (GOROG, 2017).

3.6 Quality by Design

No desenvolvimento de uma metodologia analitica envolvendo estudos de
estabilidade ou a analise de impurezas, o entendimento da técnica analitica
representa um diferencial na qualidade e confiabilidade. O conceito de Quality by
Desing (QbD) foi utilizado primeiramente na industria farmacéutica, para aprimorar o
processo produtivo de desenvolvimento e producdo de medicamentos (LLOYD,
2013).

O ICH define o QbD como uma abordagem dindmica e sistematica que
emprega objetivos pré-estabelecidos e ferramentas de predicédo estatistica, a fim de
proporcionar entendimento e controle do processo. Esta técnica permite desenvolver
metodologias reprodutiveis, otimizadas, robustas e com controle estratégico efetivo,
ao fazer uso de modelagem estatistica e regido multidimensional de espaco
experimental, gerada através de avaliacdo multifatorial (ICH Q8(R2), 2009; LLOYD,
2013).

Apos a definicdo dos objetivos que a ferramenta analitica deve cumprir, € feita
uma analise de risco para estabelecer os parametros, relacionados a técnica
escolhida tais como vazao de fase mével para CLAE e diametro do capilar para EC,
cuja flutuagdo pode influenciar no método. Estes parametros sdo denominados

fatores criticos ao processo (CPFs, critical process factors). A maneira de medir essa
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influéncia é através do monitoramento dos chamados atributos criticos da qualidade
(CQAs, critical quality attributes), que estéo relacionados ao objetivo pretendido ao
meétodo. Assim, pureza de pico e resolucdo sao atributos que devem ser avaliados
guando se deseja um meétodo seletivo, bem como numero de pratos elevado para
uma metodologia sensivel. A figura 7 ilustra o fluxo de aplicagdo do QbD no
desenvolvimento de um método analitico (HANAI, 1999; ORLANDINI, 2013).

~___ Conhecimento Testes | Desenho

J/ datécnica <~ preliminares l f experimental l

Inves(t:;gagao Definigao do Avaliagao de . N Controle do
a T . Triagem Otimizagado o

estabilidade ajlts risco método

| | | ! |

/: Adequabilidade

Knowledge / Design do sistema

CQAs CPFs Space Space

Figura 7. Esquema sequencial de aplicacdo dos passos da abordagem QbD no desenvolvimento de

um método analitico otimizado.

O QbD utiliza o conceito de desenho experimental, otimizando a capacidade
de desenvolvimento metodolégico pois, ao reduzir o nimero de analises, promove
reducdo ndo apenas no tempo total do processo, mas principalmente de solventes e
analitos. Além disso, é possivel obter, através da andlise estatistica dos resultados,
a relacéo entre os fatores estudados (CAVAZZUTI, 2013; FURNALETTO, 2013).

Dentre os graficos gerados pelo QbD, os principais sdo Sweet Spot Plot e
Design Space, exemplificados nas Figuras 8 e 9, respectivamente, além do Contour
Plot e Design Space 4D. O Sweet Spot, elucidado na Figura 8, aponta em que
faixas, de dois determinados CPFs, pode-se atingir os objetivos estabelecidos para
os CQAs. Ele geralmente é ilustrado por duas cores predominantes, onde uma
representa a area onde todos os CQAs sao atendidos simultaneamente, enquanto
outra demonstra areas onde pelo menos um dos CQAs estéa fora da faixa idealizada.
Ja o Design Space prevé o risco do método falhar (risco de erro), considerando a
probabilidade de nao atingir todos os CQAs estabelecidos, refletido através de uma

escala de cores. Conforme exemplificado na Figura 9, quanto maior o namero de
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regides vermelhas, maior € o risco, ao passo que um predominio de regides verdes

indica prognostico minimo de erros para a metodologia.

Sweet Spot Plot [ sweet spot
.Critericn metl

ore2 i

S0 90.5 8i 915 92 923 o3 835 ¢4
Acetonitrile content (55)

Figura 8. Representacdo de Sweet Spot Plot (TERZIC, 2016). Neste gréfico, a zona de atendimento
dos critérios é representada pela cor verde, enquanto a cor azul representa inconformidade em pelo
menos um dos CQAs estabelecidos.

Design space defined for temperature and aqueous phase content while %
duration of the linear gradient is 13 minutes
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Figura 9. Representacdo de Design Space (TUMPA, 2016). A escala de cores escolhida vai do
vermelho (maior chance de risco) até o verde (zona de maior confianga para alcance simultaneo dos

CQAs).

O numero de estudos utilizando a abordagem QbD, vem crescendo ao longo
dos anos, como pode ser observado na Figura 10. Da mesma forma, sua aplicacdo

tem se tornado cada vez mais frequente no que diz respeito ao desenvolvimento de
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métodos para analise simultdnea de compostos e detec¢cdo de impurezas. Orlandini
e colaboradores (ORLANDINI, 2013) elaboraram elucidagéo tedrica da aplicagdo do
QbD para métodos analiticos, propondo um passo a passo a ser empregado. J4
Furlanetto e colaboradores (FURLANETTO, 2013) utilizaram na préatica o QbD no
desenvolvimento de metodologia para analise de impurezas por EC. Estas
publicacdes foram pioneiras e serviram de referéncia para diversos outros trabalhos
envolvendo CLAE. Terzic e colaboradores (TERZIC, 2016) fizeram uso do QbD para
desenvolver um método de analise de balastina e seus produtos de degradacéo,
enquanto Zhang e Hu (ZHANG, 2017) dispuseram da técnica para uma penicilina e
seus polimeros oriundos de degradacéo, ambos por CLAE.

Publicacdes com Quality by Design

140000 - 132901

120000 112937
105460

100000 - 94566

80000

Artigos Publicados

60000

40000
27026

20000

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Ano

Figura 10 Gréfico referente as publica¢gbes cientificas que utilizaram a abordagem QbD de 2009 até o
presente momento, indexadas a base de dados Science Direct. A busca foi realizada com a palavra-
chave “Quality by Design” ou “QbD” no titulo, sendo o numero acima de cada barra referente a
quantidade de publicacdes para aquele ano (https://www.sciencedirect.com/, acesso em 18 de janeiro
de 2018).

3.7 Validacdo da metodologia analitica

Para que os requisitos quanto a pureza, seguranca e inocuidade dos produtos
farmacéuticos sejam garantidos, uma série de medidas relacionadas ao controle de
gualidade deve ser tomada. Neste sentido, a confiabilidade de um resultado obtido

para uma determinada analise é tdo importante quanto o resultado em si. O


https://www.sciencedirect.com/
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desenvolvimento de novas ferramentas analiticas na rotina de industrias e
laboratérios é algo corriqueiro. No entanto, antes de pd-las em prética, é preciso
atestar e documentar que elas de fato produzem resultados fidedignos e sé&o
adequadas aquela finalidade.

Desta forma, a utilizagdo de método analitico recém desenvolvido e, portanto,
ndo descrito em compéndio oficial reconhecido pelos érgaos regulatérios, requer a
realizacdo de uma validacdo analitica. Os parametros a serem avaliados, bem como
seus respectivos critérios de aceitacdo devem ser definidos de acordo com as
caracteristicas do analito e da natureza do método (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

Segundo a RDC 166/2017, a validacdo de um método analitico é a avaliacdo
sistemética, por meio de ensaios experimentais, que tem por objetivo confirmar e
fornecer evidéncias praticas de que o0s requisitos especificos para seu uso
pretendido sao atendidos (BRASIL, 2017).

Na validagdo de métodos analiticos, a SQR utlizada deve ser
preferencialmente Farmacopeica, ou um padrdo cuja identidade, qualidade, pureza,
teor e poténcia tenham sido devidamente caracterizados. Os métodos analiticos sédo
divididos quanto ao seu propésito, podendo ser para identificacdo, teste de
impurezas (quantitativo ou ensaio limite) e doseamento, como dissolugdo e
uniformidade de contetdo (BRASIL, 2017).

Para ensaios quantitativos aplicados na determinacdo de impurezas e
produtos de degradacdo em medicamentos e matérias-primas, como € o caso do
presente estudo, a legislacdo prevé que o0s seguintes parametros devem ser
avaliados: seletividade, linearidade, intervalo, limite de quantificacdo, preciséo
(repetibilidade e precisdo intermediaria) e exatiddo. Ja a robustez € um parametro
cuja avaliacdo é recomendada durante seu desenvolvimento, independentemente do
propésito do método analitico (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

3.8 Avaliagdo da Toxicidade

A avaliacao do perfil toxicolégico de um farmaco € um passo muito importante
para certificar sua seguranca e prevenir o aparecimento de efeitos adversos. Tendo
em vista o contexto atual de ética na pesquisa, e a constante busca de substituir

metodologias in vivo, 0S ensaios in vitro se mostram uma opg¢ao importante para
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obtencdo de dados quanto a toxicidade de uma substéncia e uma perspectiva de
seu efeito em humanos, bem como quais mecanismos estdo envolvidos neste
processo (DHAWAN, 2018).

Os métodos in vitro oferecem vantagens em relagdo aos in vivo, como maior
controle das varidveis experimentais, obtencdo de dados significativos mais
facilmente e num periodo de tempo mais curto, além de menor custo. Neste sentido,
tem-se aplicado a ideologia dos 3R’s aos testes toxicolégicos: Substituir (replace) os
modelos animais, Reduzir o nimero de animais, quando necessario utilizar e
Refinar, no sentido de diminuir o sofrimento dos animais (DHAWAN, 2018).

As linhagens celulares sao amplamente utilizadas para avaliacdo da
toxicidade hepatica, pois apresentam caracteristicas genotipicas e fenotipicas
similares de células hepaticas normais, além de possuirem enzimas funcionais
responsaveis pelo metabolismo da fase | e fase Il dos xenobiéticos. Muitos modelos
hepaticos in vitro sdo empregados na compreensao da toxicidade. HepG2, Hep3B,
HBG e HepaRG sdao linhas celulares derivadas de figado, geralmente imortalizadas,
usadas para avaliacdo in vitro do estudo de toxicidade hepética. A HepG2 esta entre
as linhagens celulares de hepatoblastoma humano mais amplamente utilizadas, pois
apresenta muitas funcdes especificas do figado (DONATO, 2008; DHAWAN, 2018).

Diversos meétodos in vitro podem ser aplicados para avaliacdo da
citotoxicidade, sendo os danos mensurados por diferentes mecanismos. Ensaios
como o do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difenil tetrazolio (MTT) e da
lactato desidrogenase (LDH), avaliam a permeabilidade da membrana celular. O
teste da LDH ainda avalia viabilidade celular, tal como o teste do azul de Tripan e o
vermelho neutro (VN) para atividade lisossomal (DHAWAN, 2018).






4 CAPITULO I. CARACTERIZACAO DA SQR DA APIXABANA E
SUAS IMPUREZAS SINTETICAS
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4.1 Introducao

Visando a confiabilidade dos resultados, estudos que envolvem
desenvolvimento e validacdo de meétodos analiticos demandam utilizacdo de
substancias de referéncia com alto grau de pureza. As substancias de referéncia
podem ser compendiais, que sé&o obtidas de fontes farmacopeicas e ndo precisam
ser caracterizadas e as nao compendiais, que sao adquiridas de empresas
confiaveis e devem ser do mais elevado grau de pureza possivel. Estas devem ser
cuidadosamente caracterizadas a fim de garantir sua identidade, teor, qualidade,
pureza e poténcia (BRASIL, 2010).

Durante o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizadas SQRs de
apixabana e de trés impurezas sintéticas. Como nenhuma destas substancias é
classificada como compendial, fez-se necessario realizar suas respectivas
caracterizacfes (BRASIL, 2010). Desta forma, o primeiro capitulo desta dissertacéo
objetivou demonstrar a caracterizacdo da SQR de apixabana e de suas impurezas
sintéticas através das seguintes técnicas analiticas: ultravioleta (UV), calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (*H-RMN) e espectrometria de massas (EM).

A espectrofotometria na regido do ultravioleta € um método simples e rapido
que auxilia na identificacdo de compostos. Por isso, € largamente utilizada no
controle de qualidade de produtos farmacéuticos, pela capacidade que a maioria dos
farmacos apresenta de absorver energia nessas regiées. O fundamento da técnica
esta relacionado com a absorcdo da energia que depende tanto da concentracao
guanto da estrutura das moléculas. As transicdes na faixa ultravioleta (190 a 380
nm) sao eletrénicas e ocorrem em por¢des da molécula denominadas croméforos
(FARMACOPEIA, 2010).

A calorimetria exploratoria diferencial é uma técnica térmica em que as
diferencas no fluxo de calor na substancia sdo medidas como uma funcdo da
temperatura enquanto ela é submetida a um programa de temperatura controlada.
Os métodos térmicos diferenciais tém encontrado larga aplicagdo na industria
farmacéutica para teste de pureza de amostras de farmacos, por fornecer dados
como ponto de fuséo, eventuais transformacdes polimorficas, formacao de cristais e

temperatura de degradacéo da substancia ativa (FORD, 1989).
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A espectroscopia de RMN é uma técnica bastante eficaz na identificagédo de
compostos organicos. Através desta andlise, pode-se confirmar a identidade de
moléculas pela relacdo entre sua estrutura quimica e os sinais gerados pela
presenca dos atomos como carbono e hidrogénio na molécula. Isto ocorre pois em
condi¢gbes apropriadas de campo magnético, uma amostra pode absorver radiagéo
eletromagnética em frequéncia especifica e caracteristica daquele composto
(SILVERSTAIN, 2005).

A espectrometria de massas, em sua esséncia, consiste na geracédo de ions
pela fragmentagdo das moléculas da amostra e a deteccdo de seus fragmentos,
podendo fornecer informagdes tanto qualitativas quanto quantitativas dos analitos. O
principio da técnica se baseia na ionizacdo e fragmentacdo da amostra que,
baseada na sua relacdo massa/carga (m/z), gera um sinal grafico ao chegar ao
detector, relacionando a propor¢cdo m/z com sua intensidade. A partir do espectro de
massas € possivel confirmar a identidade da amostra através do sinal com m/z
correspondente ao seu peso molecular e aos seus fragmentos caracteristicos
(SILVERSTEIN, 2005).

4.2 Materiais

4.2.1 Substéancias quimicas de referéncia de apixabana e impurezas sintéticas

A SQR de apixabana empregada no desenvolvimento do presente trabalho foi
obtida da empresa Carbosynth (Reino Unido), apresentando grau de pureza superior
a 99,00%.

AplOs pesquisa na literatura e analise de diversas rotas sintéticas, as
impurezas foram escolhidas supondo que tais substancias possam estar presentes
no produto acabado como contaminantes por nao terem reagido completamente
durante a sintese, problemas no processo de purificacdo do ativo, dentre outras
falhas.

As moléculas eleitas foram denominadas de impureza 1 (etil-cloro[(4-
metoxifenil) hidrazono] acetato), impureza 2 (5-morfolin-4-il-1-[4-(2-oxopiperidin-1-
i)fenll]-2,3-dihidropiridin-6-ona) e, impureza 3 (1-(4-metoxi-fenil)-7-oxo-6-(4-(2-
oxopiperidin-1-il) fenil)-4,5,6,7-tetrahidro-1H-pirazol [3,4-c]piridina-3-acido carboxilico
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etilester acetato), respeitando a ordem em que aparecem na sintese e a fim de
facilitar a citagdo ao longo da dissertagao.
As SQRs das impurezas foram adquiridas mediante importacdo junto a

empresa Ontario (Canada), com grau de pureza acima de 98,00%.

4.3 Meétodos

4.3.1 Espectroscopia naregiao do UV

Para a caracterizacdo das SQRs, foram preparadas solucfes a 20 ug/mL para
apixabana e a e 50 ug/mL para as impurezas em metanol. Foi realizada varredura
na faixa de 200 a 400 nm utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico.
O equipamento utilizado foi o espectrofotbmetro Shimadzu, modelo 1800,

pertencente ao Laboratério de Controle de Qualidade Farmacéutico.

4.3.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial

A andlise das SQRs de apixabana e suas impurezas por este método foi
realizada utilizando panelas de aluminio e equipamento Calorimetro Shimadzu DSC-
60 (Kyoto, Japan), alocado no Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico
Farmacéutico (CDTF), na propria Faculdade de Farmacia. O fluxo de nitrogénio
empregado foi de 50 mL/min, taxa de aquecimento de 10 °C/min e faixa de
aquecimento de 24 °C até temperatura especificada no certificado de analise da
amostra. As impurezas 1, 2 e 3 ndo possuiam essa especificacdo e a mesma nao foi
encontrada com seguranca em outras fontes, de modo que suas analises tiveram de
ser acompanhadas mais atentamente e encerradas quando fosse observado fim do
pico de aquecimento.

Para realizacdo da técnica, foram pesados aproximadamente 2,0 mg de cada
uma das SQRs a serem analisadas em panelas aluminio. Estas foram seladas e

colocadas individualmente no forno do calorimetro exploratério de varredura.

4.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de hidrogénio foram obtidos em espectrébmetro Bruker

Ascend equipado com console Avance Il HD, campo de 9,4T e frequéncia de 400
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MHz através da andlise de cerca de 20 mg de cada amostra dissolvido em 600 pL
de metanol deuterado.

As atribuicdes dos hidrogénios das moléculas foram estabelecidas com base
nas tabelas constantes em literatura cientifica especializada (PAVIA, 2001;
SILVERSTAIN, 2005).

4.3.4 Espectrometria de Massas

As andlises das SQRs de apixabana e impurezas 1, 2 e 3, foram realizadas
utilizando sistema CLAE-EM/EM composto de LC 1200 Series (Agilent, Alemanha) e
detector de EM/EM APl 5000 (Applied Biosystems, Canada), no Laboratorio
Nacional Agropecuario (Lanagro), em Porto Alegre/RS. A aquisicdo dos dados e
tratamento foi realizada empregando o software Analyst 1.6.2 (Applied Biosystems,
Canada).

Para inicio das analises foram realizadas otimizacbes no espectrébmetro de
massas dos parametros dependentes da fonte e dos compostos. Os parametros
dependentes dos analitos foram otimizados através de infusdo direta na
concentracdo individual de 100 ng/mL diluidos em uma solugdo agua:acetonitrila
(50:50, v/v) 0.1% &acido férmico, utilizando bomba na vazao de 10 puL/min. A fonte de
ionizacao adotada foi eletrospray em modo positivo. Os parametros da fonte foram:
temperatura de dessolvatacdo de 100 °C, gas de nebulizacdo e secagem a 20 psi,

gas de coliséo a 4 psi e voltagem do capilar 5,5 kV.

4.4 Resultados e Discusséao

4.4.1 Resultados para espectroscopia naregido do UV

Analisando o espectro da SQR da apixabana (Figura 11), ficam evidentes dois
maximos de absorcdo, um em 220 nm e outro em 270 nm. Estes dados confirmam o
gue ja é relatado na literatura, sendo estes os comprimentos de onda mais utilizados
para analise quantitativa da apixabana (PRABHUNE, 2014; GOTTAPU, 2015;
SECRETAN, 2015).
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Figura 11. Espectro na regido do ultravioleta da solugdo SQR de apixabana a 20 ug/mL em metanol
obtido em espectrofotdmetro Shimadzu.

Quanto as impurezas, apesar de apresentarem diferentes maximos de
absorcao, todas absorvem significativamente em torno de 220 nm, onde a apixabana
€ mais intensa, fato relevante para o desenvolvimento de um método capaz de
analisar diferentes compostos simultaneamente. A impureza 1 (Figura 12) tem seus
maximos em 228 e 243 nm, a impureza 2 (Figura 13) apresenta absor¢cao
significativa em 231, 303 e 345 nm. Ja a impureza 3 (Figura 14) tem como maximos
222 e 277 nm.
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Figura 12. Espectro na regido do ultravioleta da solucdo SQR da Impureza 1 apixabana a 50 ug/mL
em metanol obtido em espectrofotdmetro Shimadzu.
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Figura 13. Espectro na regido do ultravioleta da solucdo SQR da Impureza 2 apixabana a 50 ug/mL
em metanol obtido em espectrofotdmetro Shimadzu.
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Figura 14. Espectro na regido do ultravioleta da solucdo SQR da Impureza 3 apixabana a 50 ug/mL
em metanol obtido em espectrofotdbmetro Shimadzu.

A partir dos resultados obtidos, é possivel constatar que todas as estruturas
respondem a deteccdo UV. Isso se da pela presenca de grupos cromoforos,
correspondente aos anéis aromaticos, onde ocorrem as transicoes eletronicas. Este
dado é bastante importante ndo apenas para a caracterizacdo, mas também para o
desenvolvimento do método analitico, haja vista que a CLAE tem a deteccao UV

como a mais utilizada para analise de impurezas (GOROG, 2017).

4.4.2 Resultados para Calorimetria Exploratoria Diferencial

Representada na Figura 15, a curva de aquecimento da apixabana
apresentou pico endotérmico de fusdao em 235,77 °C. Segundo o certificado de
analise o ponto de fuséo para a apixabana € em torno de 237 °C. O resultado obtido
foi considerado adequado, haja vista que pequenas variacbes relacionadas aos

equipamentos e materiais utilizados, bem como preparo de amostra podem ocorrer.
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Figura 15. Curva obtida para a SQR de apixabana realizada por DSC, adquirida em fluxo de
nitrogénio e taxa de aguecimento de 10 °C/min.

Os certificados de andlises das impurezas nao continham a especificacdo do
ponto de fusdo e, buscando na literatura, os dados para impureza 1 e 2 eram
conflitantes e inexistentes para impureza 3. Assim, ndo foi possivel obter dados
gualificados para realizar um comparativo com os achados neste estudo.

Para a impureza 1 (Figura 16) o ponto de fusao foi de 209,32 °C. A Figura 17
apresenta a curva de aquecimento da impureza 2, que obteve ponto de fusdo de

99,32 °C. Ja a impureza 3, atingiu seu ponto de fusdo em 165,41 °C, como

demonstrado na Figura 18.
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Figura 16. Curva obtida para a SQR da Impureza 1 realizada por DSC, adquirida em fluxo de
nitrogénio e taxa de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 17. Curva obtida para a SQR da Impureza 2 realizada por DSC, adquirida em fluxo de
nitrogénio e taxa de aquecimento de 10 °C/min.



74

DsC
m

0.00+

-2.00F

-4 00

-6.00r

50.00 100.00 150.00 200.00 250.00
Temp [C]

Figura 18. Curva obtida para a SQR da Impureza 3 realizada por DSC, adquirida em fluxo de
nitrogénio e taxa de aguecimento de 10 °C/min.

Todos os picos se mostraram finos, indicando a pureza das substancias, uma
vez que impurezas tendem a alargar os picos e sua faixa de fusdo caracteristica.
Além disso, o processo de fusdo da apixabana e de suas impurezas mostrou-se

endotérmico, dada a direcéo dos picos (FORD, 1989).
4.4.3 Resultados para Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

O espectro de RMN obtido através da andlise da amostra de apixabana esta
representado na Figura 19 e a tabela com as atribuicbes dos sinais em relacédo a

molécula constam na Tabela 4.
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Figura 19. Espectro de RMN 'H da apixabana obtido a partir de 20 mg de amostra em aparelho
Bruker Ascend.

Tabela 4. Atribuicdo dos sinais tedricos para o espectro de RMN 'H da Apixabana.

Deslocamento Multiplicidade Integral Atribuicéao Identificacéo
(ppm)
1,78 Multipleto 2 CH2 3
2,00 Multipleto 2 CH2 2
2,23 Tripleto 2 CH2 1
3,10 Tripleto 2 CH2 10
3,30 Tripleto 2 CH2 9
3,85 Singleto 3 CHs 16
4,35 Tripleto 2 CH2 4
6,75 Duplo dupleto 2 CH 5,6
7,00 Duplo dupleto 2 CH 14, 15
7,35 Duplo dupleto 2 CH 7,8
7,53 Duplo dupleto 2 CH 12,13
8,40 Singleto 2 NH2 11
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A Figura 20 traz o espectro referente a impureza 1, ao passo que na Tabela 5

estao relacionados os sinais calculados.
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Figura 20. Espectro de RMN *H da impureza 1 obtido a partir de 20 mg de amostra em aparelho
Bruker Ascend.

Tabela 5. Atribuicdo dos sinais teéricos para o espectro de RMN "H da Impureza 1.

Deslocamento Multiplicidade Integral Atribuicao Identificacéo

(ppm)

1,30 Tripleto 3 CHs 1

3,83 Singleto 3 CHs 8

4,15 Quadrupleto 2 CH2 2

7,02 Singleto 1 NH 3

7,05 Duplo dupleto 2 CH 4,5
7,53 Duplo Dupleto 2 CH 6,7

Na Figura 21, encontra-se o espectro de RMN *H da impureza 2 e os sinais
dispostos na Tabela 6.
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Figura 21. Espectro de RMN 'H da impureza 2 obtido a partir de 20 mg de amostra em aparelho

Bruker Ascend.
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Tabela 6. Atribuicéo dos sinais dos sinais teéricos para o espectro de RMN *H da Impureza 2.

Deslocamento Multiplicidade Integral Atribuicdo | Identificacéo
(Ppm)
1,78 Multipleto 2 CH2 3
2,01 Multipleto 2 CH2 2
2,21 Tripleto 2 CH2 10
2,23 Tripleto 2 CH2 1
3,15 Multipleto 4 CH2 12,14
3,30 Tripleto 2 CH2 9
3,65 Multipleto 4 CH2 13,15
4,35 Tripleto 2 CH2 4
4,95 Singleto 1 NH 11
6,75 Duplo dupleto 2 CH 57
7,35 Duplo dupleto 2 CH 6, 8

O espectro de RMN *H da impureza 3, bem como seus sinais calculados

estdo apresentados na Figura 22 e Tabela 7, respectivamente.
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Figura 22. Espectro de RMN *H da Impureza 3 obtido a partir de 20 mg de amostra em aparelho

Bruker Ascend.

Tabela 7. Atribuicdo dos sinais dos sinais tedricos para o espectro de RMN ‘H da Impureza 3.

Deslocamento

(bpm) Multiplicidade Integral Atribuicdo | Identificacéo
1,30 Tripleto 3 CHs3 6
1,78 Multipleto 2 CH2 15
2,00 Multipleto 2 CH2 16
2,24 Tripleto 2 CH2 17
3,10 Tripleto 2 CH2 8
3,30 Tripleto 2 CH2 9
3,85 Singleto 3 CHs3 1
4,30 Quadrupleto 2 CH2 7
4,35 Tripleto 2 CH2 14
6,75 Duplo dupleto 2 CH 11,13
7,00 Duplo dupleto 2 CH 2,3
7,35 Duplo dupleto 2 CH 10, 12
7,53 Duplo dupleto 2 CH 4,5

Comparando os espectros de RMN *H com as tabelas calculadas baseada

nos deslocamentos tedricos, é possivel perceber a diferenca ndo apenas na
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multiplicidade dos sinais, mas também no numero de sinais a serem atribuidos por
espectro. Este fenbmeno pode estar relacionado a saturagdo da amostra, de modo
que alguns sinais ficaram sobrepostos e outros demonstraram baixa intensidade,
principalmente no espectro da SQR da apixabana. Ainda assim, foi possivel atribuir
alguns sinais correspondentes e caracterizar as estruturas quimicas da SQR e

impurezas, corroborando com a identificagdo de todos analitos.

4.4.4 Resultados para Espectrometria de Massas

Representado na Figura 23, o espectro de massas obtido para apixabana
apresenta sinal do ion molecular com m/z 460 [M+H"] correspondente & massa
molecular do farmaco (459,48 g/mol) em ionizac&o positiva. Além dele, também sao
perceptiveis os ions m/z 443, m/z 199 e m/z 184, fragmentos caracteristicos da
molécula com ja exposto por PINTO et al (PINTO, 2007; SECRETAN, 2016).
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Figura 23. Espectro de massas da apixabana a partir de solu¢cdo a 100 ng/mL e dados adquiridos
pelo software Analyst 1.6.2 (Applied Biosystems).

Analisando o0 espectro da SQR da impureza 1, demonstrado na Figura 24,
pode-se observar o ion precursor do farmaco m/z 257 [M+H"], cujo peso molecular é

256,69 g/mol. O ion m/z 122 é o mais abundante, referente a perda de C4HsNO2CI.
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Figura 24. Espectro de massas da impureza 1 a partir de solugdo a 100 ng/mL e dados adquiridos
pelo software Analyst 1.6.2 (Applied Biosystems).

O espectro da impureza 2 (Figura 25), de massa molecular 355,43 g/mol, tem

como sinal mais abundante o ion molecular m/z 356. Isso se da pela estabilidade

gue 0s anéis ressonantes proporcionam a estrutura. O fragmento m/z 312 refere-se

a perda de C2H40 em virtude da abertura do anel de 6 membros contendo oxigénio

e nitrogénio.
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Figura 25. Espectro de massas da impureza 2 a partir de solugdo a 100 ng/mL e dados adquiridos

pelo software Analyst 1.

6.2 (Applied Biosystems).
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Conforme demonstrado na Figura 26, o principal sinal no espectro da
impureza 3 possui m/z 489 [M+H]", correspondente com o peso molecular da
substancia (488,54 g/mol), comprovando sua identidade. Destacam-se também os

bY

sinais m/z 443,2, fragmento em comum com a apixabana, referente a perda do
grupamento -OCH2CH3 e o conjunto m/z 77 e m/z 51 pertencentes ao cluster

aromatico, evidenciando a presenca de anel benzénico na molécula.
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Figura 26. Espectro de massas da impureza 3 a partir de solugdo a 100 ng/mL e dados adquiridos
pelo software Analyst 1.6.2 (Applied Biosystems).

5 Conclusodes

Através das analises realizadas e da comparacédo dos resultados obtidos com
o disposto na literatura, foi possivel caracterizar as SQRs de apixabana e das
impurezas. Desta forma, o conjunto de dados nos permite comprovar a identidade
das substancias, estando estas aptas a serem utilizadas de forma segura no
desenvolvimento e validagdo do método analitico.

Como alguns dados para as impurezas nédo estavam disponiveis na literatura,
os resultados obtidos neste trabalho sdo inéditos, podendo assim servir de subsidio
para pesquisas futuras com estas substancias.

Ainda, é importante ressaltar que a caracterizacdo de uma substancia ndo se

da por um teste isolado, ainda que este seja especifico. Para estabelecer ou
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confirmar a identidade da substancia deve-se considerar o somatorio de diferentes

técnicas analiticas e seus resultados.



6 CAPITULO Il DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODOLOGIA ANALITICA PARA DETECCAQO,

IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE APIXABANA E SUAS
IMPUREZAS
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6.1 Introducao

Apixabana faz parte da classe de NOADs, atuando como inibidor do fator Xa
da cascata de coagulacdo. Apesar da classe apresentar maior seguranca em
relacdo aos tratamentos mais antigos, o monitoramento continuo por parte dos
fabricantes quanto a pureza destas substancias € ndo apenas necessario, mas
exigido.

Segundo previsto nos guias Q3A (R2) e Q3B (R2) do ICH, e na RDC
166/2017 da ANVISA, é mandatdria a apresentacdo de estudos acerca do perfil de
impurezas dos seus produtos para que as industrias farmacéuticas tenham seus
pedidos de registro ou renovacdo de produtos farmacéuticos concedidos. A
complexidade dos estudos a serem feitos esta relacionada a dose diaria do farmaco
em questdo e da relacdo desta com a quantidade encontrada da substancia
contaminante. (ICH Q3A(R2), 2006; ICH Q3B(R2), 2006; BRASIL, 2017)

Para tal, € necessario dispor de técnicas analiticas adequadas para deteccao,
identificacdo e quantificacdo dessas provaveis impurezas que podem estar
presentes nos produtos farmacéuticos. A CLAE é uma técnica consagrada, que alia
a seletividade da separacdo dos compostos com sensibilidade, sendo adequada
para investigacdo de impurezas em farmacos.

Neste sentido, desenvolver e validar metodologias sensiveis que sejam
capazes de detectar pequenas quantidades de analitos nos produtos farmacéuticos
tem se tornado uma necessidade cada vez maior para os fabricantes. Isso se
intensifica quando os farmacos nao sao descritos por nenhum compéndio oficial ou
monografia farmacopeica, como é o caso da apixabana.

O Quality by Design é uma abordagem amplamente utilizada para
desenvolvimento de métodos analiticos otimizados de maneira rapida e eficiente. Ele
oferece ferramentas de predicdes estatisticas que ajudam na tomada de deciséo e
melhor entendimento do processo.

Assim, este capitulo teve por objetivo desenvolver um método seletivo para
deteccdo, identificacdo e quantificacdo da apixabana e suas impurezas sintéticas,

bem como para seus produtos de degradacéao.






6.2 ARTIGO CIENTIFICO: Quality by Design approach for a stability-indicating
method to determine apixaban and its related impurities

As paginas 89 — 108 foram suprimidas da dissertacdo por conterem informacdes
submetidas a periédico cientifico.






89



90



91



92



93



94



95



96



97



98



99



100



101



102



103



104



105



106



107



108



109

6.3 Estudo de degradacédo da Apixabana

Analisando os resultados do estudo de degradacédo forcada, foi possivel
observar a formacgédo de derivados da apixabana nas condi¢des hidroliticas acida
(HCI 0,1 M) e basica (NaOH 0,1 M), e consequente reducdo no teor do farmaco,
como evidenciado na Figura 33. Além das trés impurezas sintéticas (picos 2, 5 e 6),
estdo presentes no cromatograma dois produtos oriundos da degradacdo basica
(picos 1 e 3) e os picos 4a e 4b, referentes a apixabana em condi¢cdes normais e
degradada, respectivamente. As condicfes de degradacdo térmica, fotolitica e
oxidativa ndo causaram alteracdes no teor da apixabana ou deteccdo de algum de
seus produtos de degradacao.

Ainda na Figura 33, cabe ressaltar que as substéncias relacionadas oriundas
da degradacdo béasica nao interferem na deteccdo e quantificagdo da apixabana,
uma vez que mesmo nas amostras sob estresse, ndo houve alteragdo na pureza do
seu pico, conforme verificado pelo software Lab Solutions®. Desta forma, o método

provou ser ndo apenas seletivo, mas também indicativo de estabilidade.
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Figura 33: Representacdo do cromatograma referente & hidrolise basica sobreposto & mistura de
apixabana e impurezas sintéticas adquirido pelo software LabSolutions. Produto de degradacao
basico majoritario (1), impureza 1 (2), produto de degradacéo basico (3), apixabana (4a), apixabana
apos hidrolise (4b), impureza 3 (5), impureza 2 (6).

6.4 Aplicacao do QbD

A abordagem QbD foi um diferencial importante durante o desenvolvimento
analitico, ndo apenas auxiliando na economia de tempo e recursos, mas

principalmente aplicando o conhecimento adquirido através da analise de cada um
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dos CPFs, o que possibilitou sua otimizagdo. Dessa forma, o método obtido ao final
da aplicacdo se mostrou mais eficiente, em questdo de separacdo e rapidez, em
relacdo aos resultados obtidos nos testes iniciais. A Figura 34 apresenta um
comparativo entre 0os cromatogramas gerados com método antes (33a) e depois
(33b) da aplicacdo do QbD. Percebe-se que a sobreposicdo de picos foi
solucionada, demonstrando resolucdo adequada entre todos os picos. Além disso,
nota-se reducdo significativa no tempo de analise, sendo mais rapido que todos os
métodos j& reportados na literatura para analise da apixabana e compostos
relacionados.
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Figura 34: Representacdo dos cromatogramas obtidos para analise da apixabana e suas impurezas
sintéticas antes (a) e depois (b) da aplicacdo da abordagem QbD. No primeiro cromatograma, a
analise tem tempo total de 10 minutos e todos compostos estdo na concentracdo de 25 pug/mL. J& no
cromatogramas (b), as substéncias estdo a 100% da concentracdo de trabalho (25 pg/mL para
apixabana e 5 yg/mL par as impurezas), totalizando 6 minutos de analise.
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Assim como ja demonstrado em pesquisas como a de Karmarkar
(KARMARKAR, 2014) e de Zhang (ZHANG, 2017), os resultados obtidos neste
trabalho corroboram e justificam o crescimento da literatura cientifica relacionada ao
uso do QbD voltado para o entendimento e a otimizacdo de métodos analiticos. Isso
fica ainda mais evidente no que tange aos métodos para substancias relacionadas,
gue devem detectar diversos compostos com estrutura semelhante em um curto
espaco de tempo com resolucéo e pureza adequadas.

Ainda, € importante frisar que as agéncias regulatérias nacionais e
internacionais tem recomendado o estudo da robustez dos métodos analiticos
durante seu processo de desenvolvimento, e ndo mais ao final da validagcéo. Isso
reforca os principios do QbD, pois remete ao entendimento das variaveis
relacionadas e, consequentemente, de sua influéncia como pega chave no
desenvolvimento da ferramenta analitica, agregando confiabilidade e eficiéncia ao

produto final.

6.5 Conclusao

Para garantir a qualidade e seguranca dos produtos farmacéuticos, as
agéncias regulatorias estdo cada vez mais rigorosas quanto a presenca de
impurezas e elaboracdo dos estudos de degradacdo. Neste contexto, é de extrema
importancia o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos que possibilitem a
avaliacdo e monitoramento destas substancias. O método desenvolvido neste
trabalho e discutido no presente capitulo se mostrou uma ferramenta analitica
robusta, confidvel e adequada para este proposito, podendo ser facilmente
introduzido na rotina para quantificacdo de APX e suas impurezas.

A aplicagdo do QbD permitiu entendimento mais aprofundado do processo,
proporcionando a identificacdo de trés fatores chave para o processo: vazao de fase
movel, temperatura da coluna e percentual de fase orgéanica. Além disso, houve
reducdo no tempo total de desenvolvimento, uma vez que o método ja foi
desenvolvido de maneira otimizada e 0s experimentos planejados estrategicamente,
evitando também o0 uso desnecesséario de grandes quantidades de solventes e

analitos.
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Por fim, o conhecimento da influéncia de cada um dos fatores envolvidos no
processo € muito importante para efetuar andalise de risco e manutencdo da
ferramenta analitica. Ao aliar os conceitos de desenho experimental e estatistica ao
software de predicdo, o QbD se apresenta como uma ferramenta importantissima na
tomada de decisdo no que diz respeito a desenvolvimento de processos

farmacéuticos.



7 CAPITULO IlIl. AVALIACAO DA TOXICIDADE DAS IMPUREZAS
DA APIXABANA







115

7.1 Introducéao

A sintese de novos farmacos envolve o uso de diversos reagentes, solventes
catalizadores e intermediérios orgéanicos. Tais substancias podem estar presentes
no produto final, que ainda é passivel algum tipo de degradacdo. Dado que muitas
destas substancias sado desconhecidas ou inéditas, sua avaliacdo toxicoldgica €&
importante para garantir a seguranca do produto final (ICH M7(R1), 2017).

Ainda, sabe-se que a seguranca de um produto farmacéutico € assegurada
nao apenas pela qualidade do insumo e compatibilidade com os excipientes, mas
também pela auséncia de toxicidade de impurezas e produtos de degradacédo. Neste
sentido, o guia M7 (R1) do ICH fornece recomendacdes para avaliacdo do potencial
mutagénico de impurezas e, garantir que as mesmas sejam controladas em niveis
seguros (ICH M7, 2014).

A Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD) tem
como missao promover politicas que melhorem o bem-estar econdmico e social em
todo o mundo. Na area de produtos quimicos, a OECD apresenta metodologias
alternativas para a avaliacao da toxicidade aguda in vitro e, suas orientacdes servem
de referéncia internacional (OECD, 2010; PINTO, 2015).

Os estudos de toxicidade aguda s&do aqueles utilizados para avaliar a
toxicidade produzida por uma substancia teste quando esta € administrada em uma
ou mais doses durante um periodo nao superior a 24 horas. Ja os estudos
subcronicos in vivo costumam ter duracdo de 1 a 3 meses e visam estimar o efeito
de diversas administrac@es do tratamento (PINTO, 2015).

Hepatocitos de cultura primaria, fatias de figado e microssomas sdo modelos
in vitro bastante utilizados para estudos de metabolismo de farmacos e drogas de
abuso. As células HepG2 séo oriundas de hepatoblastoma e representam o primeiro
ponto de acumulo para xenobio6ticos de circulacdo sistémica apds administracéao
oral. Assim, essa linhagem celular € amplamente utilizada como um sistema de teste
para a predicdo de toxicidade, carcinogenicidade e mutagenicidade celular em
humanos. Para este tipo de linhagem, a concentragéo recomendada é de 1 x 10°
células por mL de suspenséao (DONATO, 2008; REPETTO, 2008; AHMED, 2015).

Sao muitos os métodos que podem ser utilizados para avaliacdo da toxicidade

in vitro. Dentre eles, os mais utilizados para citotoxicidade sdo MTT e vermelho
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neutro (VN). O ensaio do MTT mede a atividade da enzima succinato desidrogenase,
um indicador de mitocondrias metabolicamente ativas e, portanto, da viabilidade
celular. O MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difenil tetrazolio) € um sal de
tetrazélio soliuvel em agua e, ao ter seu anel reduzido, forma um derivado
formazanico insoluvel, que se acumula nas células integras. Ja4 o VN baseia-se na
capacidade de células viaveis de incorporar e ligar o corante catidnico vermelho
neutro, que penetra nas ceélulas por difusdo, acumulando-se nos lisossomas pela
interagdo com os sitios anibnicos na matriz lisossomal (OGA, 2008; REPETTO, 2008
SILVA, 2015).

Dada a necessidade de averiguar o comportamento das células frente as
substancias contaminantes possivelmente presentes no produto farmacéutico e a
auséncia de estudos de toxicidade para as impurezas sintéticas da apixabana na
literatura cientifica, este capitulo teve como objetivo investigar a toxicidade aguda
das impurezas sintéticas isoladas e associadas ao farmaco, bem como simular uma

exposicao subcronica.

7.2 Materiais e Métodos

7.2.1 Linhagem

Para o estudo toxicoldgico foi utilizada linhagem celular HepG2 de
hepatoblastoma humano. As células foram cultivadas em frascos de 75 cm? usando
meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) com alta concentracdo de
glicose, suplementado com soro bovino fetal a 10% e solucdo antibidtica a 1%. Os
frascos contendo as células foram mantidos em estufa a 37 °C com atmosfera de
CO2 a 5% e O2 a 95%, com troca de meio a cada 2 ou 3 dias, conforme a
necessidade. Quando a confluéncia atingia 70 - 80%, era realizada tripsinizagdo com

solucéo de tripsina a 0,25% e EDTA 1 mM. O subcultivo ndo excedeu 10 passagens.
7.2.2 Planejamento dos ensaios
Primeiramente, os ensaios de MTT e VN foram realizados tanto para o

farmaco, quanto para cada uma das impurezas isoladamente nas concentracées de
0,1, 1,0, 50, 10,0, 50,0, 100,0, 500,0 e 1000,0 puM. Os experimentos foram
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executados em triplicata para cada uma das concentragbes e testada com trés
repeticoes.

Em seguida, foi avaliada a toxicidade da mistura da apixabana nestas
mesmas concentragdes, na presencga das impurezas a 0,1%, confome Tabela 11. As
amostras foram preparadas em dimetilsulféxido (DMSO) e diluidas em meio DMEM.
Os tempos de exposicdo das células ao tratamento com as amostras foram de 24
horas para os testes de toxicidade aguda e de 96 horas para mimetizar uma
situagdo de toxicidade subcrbnica. A andlise estatistica foi realizada através de
ANOVA/Bonferroni (p<0,001 versus controle).

Tabela 11. Concentracdes contidas na solucdo mistura contendo apixabana e cada uma das
impurezas sintéticas a ser avaliada por VN e MTT em 24 e 96 horas.

Apixabana Impurezas 1,2 e 3
Concentracdo amostra 1 (UM) 10,0 0,01
Concentragdo amostra 2 (UM) 100,0 0,1
Concentragao amostra 3 (UM) 1000,0 1

7.2.3 Preparo de amostra

Para ambos os ensaios, as células cultivadas foram lavadas com PBS
(phosphate buffer solution) e, devido & aderéncia caracteristica da linhagem HepG2,
uma nova lavagem com solucdo de tripsina foi realizada. Em seguida, o meio foi
reposto e o conteldo transferido para tubo falcon e, a partir de uma aliquota de 10
uL, foi realizada contagem das células em camara de Neubauer. A partir da
guantidade de células contadas tem-se a concentracdo da suspensédo. Relacionando
esta concentracdo e o volume da placa a ser utilizado, foi possivel calcular a
aliguota a ser retirada da suspensao para realizagdo do ensaio. O diluente
empregado foi o meio DMEM e o volume final era de 100 pL por poco. As placas
foram mantidas em estufa a 37 °C por 24 horas.

No dia seguinte, o meio foi retirado e nos pogos foram pipetados 100 uL de
solucéo referente a cada diluicdo do tratamento em meio DMEM. O controle
negativo utilizado foi o meio DMEM, pois ndo causa nenhum dano as células,

enquanto o controle positivo foi triton 100%, tensoativo que provoca morte celular.
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No terceiro dia, para avaliagdo de 24h, e no sexto, para a de 96 h, foi
removido 0 meio contendo o tratamento e seguido o protocolo para cada um dos

testes, conforme subitens 7.2.3.1 e 7.2.3.2.

7.2.3.1 Vermelho Neutro

Para este ensaio, foram adicionados 200 pyL de solucdo de VN e as placas
levadas a estufa para incubagdo a 37 °C por 2 horas. Passada a incubacéo, a
solucédo foi removida, realizada lavagem com 200 uL PBS e, em seguida, foram
adicionados 100 pL de solugdo contendo acido acético e etanol, provocando lise
celular e liberacdo do corante VN. Ap6s 10 minutos em agitador, as placas foram
avaliadas em espectrofotometro SpectraMax M2 (California, EUA) com detecgédo em

540 nm. O calculo da viabilidade foi realizado através da férmula 1.

% Viabilidade = absorbancia da amostra — absorbancia controle positivo x 100 (1)

absorbancia controle negativo

7.2.3.2 MTT

Para realizacdo do MTT, foram adicionados 100 uL de solugdo de MTT
seguido por incubacdo das placas em estufa por 2 horas. Apos, esta solucdo foi
removida e, a todos os pocos foram adicionados 100 yL de DMSO para lise celular.
A placa passou por agitador por 10 minutos e feita a leitura em espectrofotdmetro
SpectraMax M2 no comprimento de onda de 585 nm. A viabilidade celular também

foi calculada com base na férmula 1.

7.3 Resultados e discussao

No teste do VN, avalia-se a viabilidade celular através da capacidade das
células viaveis de incorporar o corante VN nos lisossomos. Os resultados referentes
aos ensaios do VN estdo apresentados graficamente como porcentagem de morte

celular em relacdo ao controle pela concentracdo (uUM). Como pode-se observar nas
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Figuras 35 e 36, as substancias isoladas ndo demonstraram citotoxicidade nas

concentracOes avaliadas.
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Figura 35. Resultados da avaliacéo citotoxica de células HepG2 frente & apixabana (a) e & impureza 1
(b) pelo ensaio do vermelho neutro por 24h.
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Figura 36. Resultados da avaliacéo citotoxica de células HepG2 frente a impureza 2 (a) e a impureza
3 (b) pelo ensaio do vermelho neutro por 24h.

No entanto, quando avaliadas em conjunto, com o intuito de simular uma
situacao real em que as impurezas estariam presentes no produto acabado, a maior

concentragéo apresentou diferencga significativa em relagéo ao controle (Figura 37).
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Figura 37. Resultados da avaliacdo citotoxica por vermelho neutro de células HepG2 frente & mistura
da apixabana contaminada com as impurezas 1, 2 e 3 a 0,1% da sua concentragéo por 24h.

Da mesma forma, os resultados do MTT com tratamento de 24 horas também

demonstraram auséncia de toxicidade para as amostras isoladas, como pode-se ver

nas Figuras 38 e 39.
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Figura 38. Resultados da avaliagdo citotoxica de células HepG2 frente a apixabana (a) e a impureza 1

(b) pelo ensaio do MTT por 24h.
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Figura 39. Resultados da avaliacéo citotoxica de células HepG2 frente a impureza 2 (a) e a impureza

3 (b) pelo ensaio do MTT por 24h.

Ainda corroborando com o ensaio do VN, novamente a amostra contendo a

mistura do farmaco e suas impurezas na concentracdo mais elevada teve diferenca

significativa quando comparado ao controle positivo (Figura 40).
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Figura 40. Resultados da avaliacdo citotoxica por MTT de células HepG2 frente & mistura da
apixabana contaminada com as impurezas 1, 2 e 3 a 0,1% da sua concentragéo por 24h.

A concordancia dos resultados apontando toxicidade aguda para a mistura do

farmaco e suas impurezas demonstra a importancia do monitoramento constante

dos produtos farmacéuticos e do desenvolvimento de métodos para esta avaliacéo.
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As substancias também foram submetidas a exposi¢cdo de 96 horas, onde a
apixabana e as impurezas 1 e 2 continuaram sem demonstrar toxicidade. A Figura
41 ilustra estes resultados de VN, ao passo que, como pode ser visto na Figura 42, a

impureza 3 foi toxica na maior concentragdo (1000 puM).
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Figura 41 Resultados da avaliacéo citotoxica de células HepG2 frente a apixabana (a), & impureza 1
(b) e & impureza 2 (c) pelo ensaio do VN por 96h.
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Figura 42. Resultados da avaliacéo citotoxica de células HepG2 frente a impureza 3 (b) pelo ensaio
do VN por 96h.

Ainda neste ensaio, embora visualmente a mistura do farmaco e impurezas
demonstre morte celular (Figura 43), esta diferenca ndo foi estatisticamente

significativa.
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Figura 43. Resultados da avaliacdo citotoxica por vermelho neutro de células HepG2 frente a mistura

da apixabana contaminada com as impurezas 1, 2 e 3 a 0,1% da sua concentragdo por 96h.
Novamente pode-se observar concordancia entre os resultados do teste do

VN e do MTT. A Figura 44 exibe a auséncia de toxicidade da apixabana, impureza 1

e impureza 2 analisadas isoladamente por MTT em 96 horas de exposicao.

API IMP 1 IMP 2
120 120
L
, 100 £ . o 1o m PRy
B 80 B T 80
z 5 z
© s .0
S 40 s S 40
o\°20 B S 5
0 T 75 T T° T ¥ 1T 7T O\G"'l"lll
S eSS ¢°<\$§‘§\§‘*$$§‘\§‘
N TAR T qP ot a¥at o & o oIRY oV o sV e e
% sV oV oV aV¥oVe oY e’ P PP S
) SR N A s ) < A AN A9 WD
[Eps] L N 9o S RV N
P F PR FE T SGE
SRS v»v-vg\,gvg\ S FEEEE

Figura 44. Resultados da avaliacao citotoxica de células HepG2 frente a apixabana (a), a impureza 1
(b) e & impureza 2 (c) pelo ensaio do MTT por 96h.

A impureza 3 também se mostrou citotoxica no ensaio do MTT, porém, em
duas concentragbes: 500 uM e 1000 uM, como apresentado na Figura 45. Esta
diferenca de sensibilidade entre um teste e outro pode ser atribuida ao fato dos
ensaios terem mecanismos diferentes, visto que o MTT avalia a permeabilidade da

membrana da célula viavel, enquanto o VN estima sua atividade lisossomal.
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Figura 45. Resultados da avaliagao citotdxica de células HepG2 frente & impureza 3 pelo ensaio do

MTT por 94h.

Por fim, a mistura de farmaco e impurezas ndo se mostrou toxica no ensaio
do MTT de exposicdo prolongada. Estes resultados também estdo de acordo com 0s

achados do VN e constam na Figura 46.
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Figura 46. Resultados da avaliacé@o citotoxica MTT de células HepG2 frente a mistura da apixabana
contaminada com as impurezas 1, 2 e 3 a 0,1% da sua concentracao por 96h.

Com relacdo aos resultados obtidos para a mistura no MTT, nota-se uma
discrepancia entre os tempos de 24 e 96 horas, pois o0 primeiro havia demonstrado

citotoxicidade. Entretanto, cabe ressaltar que o ensaio do MTT ndo mede a morte
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das células, mas sim a sua atividade metabdlica através da succinato
desidrogenase. A reducdo do metabolismo celular é apenas um indicativo de dano e
este ndo necessariamente levara a morte. Desta forma, os resultados indicam que
no tempo de 96 horas as células teriam sofrido desaceleracdo no seu metabolismo,
porém, através de mecanismos compensatorios de detoxificagcdo, os danos
causados pela mistura foram revertidos, ao passo que as células expostas a 24
horas de tratamento ndo foram capazes de ativar estas vias (GOLAN, 2013). Tendo
em vista que a recuperacdo foi bastante aparente no ensaio do MTT, o que né&o
pode-se observar no ensaio do VN, supde-se que este mecanismo de detoxificacao
esteja associado a mitocondria. Mecanismos relacionados ao aumento da atividade
mitocondrial, bem como vias como a do PGC 1 a, que desempenha papel central na
regulacdo da biogénese e cadeia respiratoria, podem estar envolvidas neste
processo, sendo alvos interessantes para investigagbes mais aprofundadas (LIN,
2005).

7.4 Conclusao

Tendo em vista os resultados obtidos através dos testes de VN e MTT,
conclui-se que as substancias analisadas possuem perfil toxicolégico diferenciado.
Para toxicidade aguda, apenas a mistura apresentou danos as células de
hepatoblastoma humano enquanto que, isoladamente, foram bem toleradas em
todas as concentracdes.

Ja na abordagem realizada visando mimetizar um tratamento mais duradouro,
as células foram expostas ao tratamento por 96 horas e apenas a impureza 3
apresentou toxicidade. Além disso, possivelmente os danos causados pela mistura
em 24 horas puderam ser revertidos por algum mecanismo de defesa celular ativado
apos maior tempo de exposi¢ao ao tratamento.

Sendo assim, mais estudos devem ser conduzidos para determinar o
potencial citotéxico da impureza 3, tal como ensaio cometa, que visa avaliacdo de
danos ao DNA e citometria de fluxo para identificagdo do mecanismo de morte
celular. Ainda, os resultados obtidos neste capitulo mostram-se inovadores, tanto
pela auséncia de dados acerca da toxicidade destes compostos na literatura
cientifica, como a aplicacdo de um teste in vitro para avaliagdo toxicoldgica

subcronica.
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Ainda, cabe ressaltar a importancia da pureza do produto farmacéutico, visto
que a presenca de contaminantes pode causar prejuizos a saude do usuario, bem
como do monitoramento constante do perfil de impurezas e seus limites, a fim de
gue estejam sempre dentro das faixas especificadas, garantindo assim a qualidade

do medicamento e a seguranca do Usuario.



8 CONCLUSOES
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A caracterizacdo da SQR de apixabana, realizada por diferentes técnicas,
possibilitou a confirmacédo de suas identidade, permitindo seu uso como

padrédo ao longo do desenvolvimento deste trabalho;

O conjunto de testes ao qual foram submetidas as SQRs das Impurezas 1, 2
e 3 permitiram sua caracterizacdo, ndo apenas garantindo sua identidade,

mas também fornecendo informacdes inéditas sobre estas substancias;

O método desenvolvido para avaliagdo da apixabana em presenca de suas
impurezas organicas por cromatografia liquida de alta eficiéncia demonstrou
ser aplicavel a quantificacdo e monitoramento do perfil de impurezas na rotina

de trabalho;

A aplicacdo do Quality by Design agregou muito ao processo de
desenvolvimento, tanto no que tange ao entendimento do método e suas
variaveis, como também na otimizacdo do tempo, do numero total de ensaios

realizados e do volume de solventes gastos durante 0 processo;

Os ensaios de degradacéo forcada desempenhados durante a validagdo do
método analitico demonstraram que o mesmo € indicativo de estabilidade e a
apixabana é mais sensivel a condi¢cdes de hidrolise acida e basica;

Os testes de toxicidade aguda in vitro demonstraram que a apixabana,
guando em presenca de todas impurezas sintéticas abordadas neste trabalho,

apresentou toxicidade em sua maior concentracao;

Mimetizando a administracdo subcrbnica da apixabana e suas impurezas, a
impureza 3 se mostrou téxica, devendo ser investigada por outras técnicas.
Ja a mistura de impureza e farmaco ndo apresentarou danos, sugerindo

algum mecanismo de recuperacéao.
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