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RESUMO

A rivaroxabana (RIV) é um farmaco pertencente a classe dos novos
anticoagulantes orais, o qual age inibindo o fator X ativado (FXa) da cascata de
coagulacao, tendo como indicagBes profilaxia de trombose venosa profunda apos
cirurgia de reposicao de quadril ou joelho, embolia pulmonar e sistémica, prevencao
de derrame e, mais recentemente, utilizada em pacientes com COVID-19, devido as
complicacBes geradas por esta infecgdo. Essa molécula possui um centro quiral, mas
apenas o enantibmero (S)-rivaroxabana (S-RIV) apresenta atividade farmacoldgica,
sendo (R)-rivaroxabana (R-RIV) considerada uma impureza. O controle de qualidade
tem como principal objetivo a garantia da seguranca e da eficécia, tanto de produtos
farmacéuticos quanto dos insumos ativos, sendo a analise de impurezas uma etapa
necessaria para assegurar estes fins. O Quality by Design (QbD) é um modelo
fundamental de qualidade farmacéutico sendo utilizado no desenvolvimento de
produtos e processos. No presente trabalho foi desenvolvido e validado um método
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase quiral para separagao
enantiomérica da RIV. Para o planejamento experimental foi aplicada a abordagem
QbD utilizando o software MODDE® 13 (Sartorius, Alemanha), com o qual,
desenvolveu-se um método analitico que empregou uma coluna Chiralpak® AD-RH,
fase movel constituida de mistura de acetonitrila (ACN): agua (92:8 v/v), com vazéao
de 0,35 mL/min, temperatura de 40 °C, detec¢cdo a 250 nm e tempo total de andlise
de 12 minutos. Os parametros de adequabilidade do sistema ficaram dentro das faixas
de aceitacdo, e obteve-se uma resolucao de 1,6 entre os enantibmeros. O método foi
validado de acordo com as especificacfes contidas nas guias oficiais e na legislacéo
vigente, abrangendo os seguintes parametros analiticos: seletividade, linearidade,
precisdo, exatiddao e robustez. Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
obtidos para S-RIV foram 0,20 ug/mL e 0,68 pg/mL e para R-RIV foram 0,30 pg/mL e
1,0 pg/mL, respectivamente. O método proposto demonstrou ser confiavel e
exequivel, podendo ser aplicado para o controle de qualidade de matéria-prima e
preparacdes farmacéuticas contendo RIV.

Palavras-chave: controle de qualidade; impurezas; método analitico; quality by

design; rivaroxabana.






ABSTRACT

Rivaroxaban (RIV) is a drug of the class of new oral anticoagulants which acts
by inhibiting the activated factor X (FXa) of the coagulation cascade having as
indications prophylaxis of deep vein thrombosis after hip or knee replacement surgery,
prevetion of stroke, pulmonary and systemic embolism and currently also used in
patients with COVID-19 due to complications of this infection. This molecule has a
chiral center but only the enantiomer (S)-Rivaroxaban (S-RIV) presents
pharmacological activity being (R)-Rivaroxaban (R-RIV) an impurity. Quality control
has as main objective the guarantee of safety and efficacy of both pharmaceutical
products and active inputs and the analysis of impurities is a necessary step to ensure
these objectives. Quality by Design (QbD) is a fundamental model of pharmaceutical
quality used in the development of products and processes. In the present work a high-
performance liquid chromatography (HPLC) method was developed and validated for
enantiomeric separation of RIV. For experimental planning the QbD approach was
applied using the MODDE® 13 software (Sartorius, Germany) with which an analytical
method was developed using a Chiralpak® AD-RH column and a mobile phase
consisting of acetonitrile (ACN) mixture: water (92:8 v/v) with flow of 0.35 mL/min,
temperature of 40 °C, detection at 250 nm and total running time of 12 minutes. The
system suitability parameters were within the acceptance ranges and a resolution of
1.6 was obtaining among the enantiomers. The method was validated according to the
specifications contained in the official guides and current legislation covering the
analytical parameters: selectivity, linearity, precision, accuracy, and robustness. The
limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) obtained for S-RIV were 0.20 pg/mL
and 0.68 pg/mL and for R-RIV were 0.30 pg/mL and 1.0 pg/mL respectively. The
proposed method proved to be reliable and feasible and can be applied to quality

control of raw material and pharmaceutical preparations containing RIV.

Keywords: analytical method; impurities; quality by design; quality control;

rivaroxaban.
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1. INTRODUCAO




A ocorréncia anual de tromboembolismo venoso na populacédo geral € de dois
para cada mil individuos, sendo agravada, entre outros fatores, pela idade do paciente.
Em pessoas acima de 70 anos essa propor¢gdo aumenta para sete a cada mil e possui
uma taxa de recorréncia de 25%, sendo considerada uma importante causa de
morbimortalidade, pois pode evoluir para embolia pulmonar, insuficiéncia venosa
cronica, entre outras patologias (Piati, 2019). Além disso, alguns dos pacientes
acometidos pela doenca do corona virus em 2019 (COVID-19), principalmente nos
casos mais criticos, apresentaram um aumento no numero de casos de embolia
pulmonar devido as complicacdes resultantes dessa infeccdo (Barbosa Junior, 2021).

A rivaroxabana (RIV) € um anticoagulante que age de maneira seletiva e
reversivel inibindo o fator Xa da cascata de coagulacédo, sendo comercializada na
forma de comprimidos revestidos, indicada principalmenteno tratamento e prevencao
de trombose venosa profunda e tromboembolismo pulmonar apos artoplastia de
quadril e joelho. Possui biodisponibilidade oral de 80 a 100% tempo de meia-vida de
12 horas, e pouca interagdo com alimentos e outros medicamentos (Afonso, 2016;
Galego, 2017). A molécula possui um centro quiral, porém apenas a (S)-
Rivaroxabana, denominada (S)-5-cloro-N-{[2-0x0-3-[4-(3-oxomorfolin-4-il)fenil]
oxazolidin-5-iljmetil}tiofeno- 2-carboxamida, possui atividade inibitéria do fator Xa
(Drabina, 2019; Fattah, 2017).

Impurezas em insumos farmacéuticos ativos (IFA) podem advir do proprio
processo de sintese ou de diversas fontes, como, por exemplo, materiais de partida,
catalisadores, solventes e/ou reagentes residuais, sendo essencial a identificacdo e
quantificacdo destas substancias para obtencdo de um efetivo controle de qualidade
(Nath, 2019). Impurezas quirais sdo originadas no processo de sintese, tornando
necessaria a determinacdo da quantidade de cada enantidmero presente, visto que
apenas um enantibmero ir4 apresentar a atividade farmacologica requerida, enquanto
0S outros ndo apresentardo nenhum efeito ou até podem vir a apresentar alguma
toxicidade (Prajapati, 2014). A avaliacao do perfil de impurezas faz parte da garantia
e manutencdo da qualidade de IFA e produtos farmacéuticos, havendo disponiveis
diversificadas técnicas para esse tipo de analise, sendo a técnica de cromatografia
liguida de alta eficiéncia uma das mais utilizadas, destacando-se por sua sensibilidade
e pela obtencéo de resultados rapidos e precisos (Raikar, 2020; Gordg, 2015; Zhou,
2007).

O International Conference on Harmonization (ICH) introduziu o Quality by
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Design (QbD) como um modelo fundamental de qualidade farmacéutica para ser
utilizado no desenvolvimento de produtos e processos, o qual ttm como defini¢cao
‘Uma abordagem sistematica ao desenvolvimento que inicia com objetivos pré-
definidos e enfatiza a compreensdo do produto e do processo e o controle do
processo, baseado na ciéncia e na gestdo de risco da qualidade.”, objetivando a
melhora na qualidade do método (Zagalo, 2022; Bousses 2015). A aplicacdo do QbD
no desenvolvimento de metodologias analiticas € denomidado Analytical Quality by
Design (AQbD), tendo o mesmo proposito, possibilitando a otimizacdo da robustez
através da identificacdo e do controle de atributos criticos de qualidade (CQA) em
relacdo aos parametros criticos do método (CMP) (Bastogne, 2022). O
desenvolvimento de métodos analiticos é usualmente baseado em uma abordagem
de tentativa e erro, enquanto o AQbD emprega quimiometria, que permite avaliar a
interacdo entre todos os fatores analisados para garantir o desenvolvimento de um
método que realmente possua condi¢des ideais para sua finalidade (Sahu, 2018).

Até a data vigente foram encontrados apenas dois estudos (Chen, 2019;
Prahbune, 2015) relacionados a metodologias para separacdo quiral da RIV e sua
impureza enantiomérica, tanto em plasma quanto em produto farmacéutico, néo
sendo encontrado nenhum estudo que utiliza-se a abordagem QbD para o
desenvolvimento dos métodos de separacdo enatiomérica da RIV.

Tendo em vista que a presenca de impurezas em produtos farmacéuticos tem
impacto no seu perfil de seguranca e que as impurezas sdo uma das principais razdes
para retirada de produtos do mercado (Sengupta, 2020), torna-se cada vez mais
necessario o desenvolvimento de métodos analiticos confidveis para o controle de
qualidade de produtos farmacéuticos e para avaliagdo de suas impurezas, com 0
propésito de garantir produtos finais seguros e eficazes. Em razao disso, justifica-se

a realizagao deste trabalho.
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2. OBJETIVOS




2.1. Objetivo geral
Desenvolver e validar um método analitico por CLAE para separacao quiral da
(S)-Rivaroxabana e sua impureza enantiomérica (R)-Rivaroxabana, utilizando o
delineamento experimental QbD.

2.2. Objetivos especificos

. Aplicacédo da estratégia QbD no desenvolvimento de método analitico

para separacdo e determinacédo enantiomérica da RIV;

. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por CLAE para

separacao e determinacdo dos enantibmeros R e S da RIV;,

. Avaliacao da presenca da impureza enantiomérica (R)-Rivaroxabana em

medicamentos disponiveis no mercado;
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3. REVISAO




3.1. Aspectos gerais

Uma das principais causas de Obito por doencas cardiovasculares €& o
tromboembolismo venoso, podendo apresentar-se como trombose venosa profunda
até o tromboembolismo pulmonar e , de acordo com sua gravidade, tem o tratamento
dos pacientes usualmente baseado na administracédo de anticoagulantes (Fernandes,
2016).

Pacientes submetidos a procedimentos como artroplastia total de joelho e
quadril tem alto risco de desenvolver tromboembolismo venoso, trombose venosa
profunda e embolia pulmonar. A trombose venosa profunda tem uma incidéncia de
60% até 90 dias apos a cirurgia e a embolia pulmonar fatal de 1,5%, sendo entédo
altamente recomendado o uso de anticoagulantes apO0s a realizacdo destes
procedimentos (Colleoni, 2018).

A pandemia de COVID-19, também foi responsavel pelo aumento no namero
de casos de pacientes apresentando patologias relacionadas a coagula¢ao, como, por
exemplo, tromboembolismo venoso, embolia pulmonar e coagulacao intravascular
disceminada, sendo consideradas altamente prevalentes em pacientes com COVID-
19 (Wu, 2020).

Apenas os antagonistas da vitamina K estavam disponiveis na forma oral, e
eram amplamente utilizados, até o surgimento dos chamados “novos anticoagulantes
orais” (NOACs) que possuem como mecanismo de agao a inibi¢gao direta da trombina
ou do fator de coagulacdo X ativado (FXa), e que trouxeram como vantagens janela
terapéutica mais ampla, regimes de dosagem simplificados, menor interagdo com
alimentos e outros farmacos, farmacocinética e farmacodinamica mais previsiveis e
reducdo na necessidade de monitoramento da coagulacdo, proporcionando maior
seguranca e comodidade no tratamento (Silvestre, 2012; Cohen, 2019).

Os NOACs podem ser representados por quatro farmacos principais, sendo
eles rivaroxabana, apixabana, edoxabana e dabigatrana. Os trés primeiros
apresentam como mecanismo de ac¢ao a inibicdo direta do Fxa, ja a dabigatrana tém
como mecanismo a inibigéo direta da trombina (Paul, 2020). A cascata de coagulagéo

e o local de acéo dos anticoagulantes estao representados na Figura 1.
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Figura 1. Local de acdo dos NOACs na cascata de coagulagéo (Grillo, 2014).
3.2. Rivaroxabana

A rivaroxabana € um inibidor direto e altamente seletivo do FXa. E uma
molécula com peso molecular de 436 g/mol, € praticamente insoluvel em agua e
possui alta (92 a 95%) ligacéo as proteinas plasméticas (Kreutz, 2012). Além disso,
apresenta valores de pKa em 13,6 e -1,6 e log de P no intervalo de 1,74 a 1,9
(Recber, 2020).

A RIV tem como indicagfes a profilaxia da trombose venosa profunda apés
cirurgia de substituicdo de quadril ou joelho, tratamento e prevencao de trombose
venosa profunda, prevencao de acidente vascular cerebral, embolia pulmonar e
sistémica (Janssen, 2020).

Este fArmaco apresenta uma biodisponibilidade oral de 80 a 100%,
considerando a dose de 10 mg, independentemente da ingestdo de alimentos, e é
absorvido rapidamente atingindo concentracdo plasméatica maxima de 2 a 4 horas
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apos a administracdo do comprimido (Meyer, 2013).

Em 2011, teve sua aprovacéo nos Estados Unidos como o primeiro
anticoagulante oral inibidor do FXa (Ashton, 2021) e no Brasil foi aprovada pela
ANVISA em 2009, vendida sob o nome comercial de Xarelto®, na forma de
comprimidos revestidos nas dosagens de 2,5 mg, 10 mg, 15 mg e 20 mg sendo
desenvolvido e fabricado pela Bayer AG e importado pela Bayer S.A. Atualmente,
além do Xarelto® (medicamento referéncia), também possui apresentacdes como
similares e genéricos. Sua estrutura quimica esta representada na Figura 2.

Durante seu processo de sintese € obtida a forma ativa da RIV, a (S)-
rivaroxabana, a qual € comercializada, mas esta também presente seu enantibmero
nao ativo (R)-rivaroxabana (Figura 3), motivo pelo qual se torna necessario um
meétodo analitico de separacdo enantiomérica que garanta a pureza, eficacia e
seguranca da matéria-prima e dos medicamentos que contenham esse insumo

farmacéutico ativo (Prabhune, 2015).

N(\o
Bl 7 [ NH/\?N/O/ T’H

Figura 2. Estrutura Quimica (S)-Rivaroxabana (Fonte: SciFinder)
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Figura 3. Estrutura Quimica (R)-Rivaroxabana(Fonte: SciFinder)
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3.3. Anaélise quantitativa da rivaroxabana

Na literatura pesquisada foram encontrados estudos que realizaram a
quantificacdo da RIV em produto acabado por CLAE (Celebier, 2013; Rao, 2015;
Arous, 2018). Jebaliya (2015) desenvolveu um método para quantificacdo da RIV por
CLAE e, posteriormente, por CLUE.

Foi encontrada na literatura a utilizacdo de eletroforese capilar empregando a
técnica de cromatografia eletrocinética em microemulsédo (Wingert, 2018), e também
um estudo em que correlacionou os resultados de um método utilizando eletrofose
capilar com os de um método para quantificacdo de RIV em CLAE (Walter, 2017).
Além da RIV isolada, também foi encontrado um trabalho que relata a quantificacédo
juntamente com a apixabana e a dabigatrana em plasma humano utilizando a técnica
de CLAE acoplada a espectometria de massas (Lagoutte-Renosi, 2018).

Em relacdo a separagcdo enantiomérica da RIV, apenas dois estudos
relacionados a este tema foram encontrados. O primeiro estudo encontrado visava a
separacao quiral da RIV para avaliacdo de matéria-prima realizada por CLAE-UV,
utilizando uma coluna Chiralpak OD-H (250 x 4,6 mm; 5 um) com fase movel
constituida de hexano e etanol (50:50 v/v) com vazao de 1,0 mL/min, deteccdo a 250
nm, temperatura de 35 °C e um tempo total de andalise de 30 minutos (Prabhune,
2015). O segundo estudo encontrado tinha como objetivo a separacdo enantiomérica
de RIV em plasma realizada por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectometria de massas (CLUE-EM/EM). Para tal, foi utilizada uma coluna Chiralpak
IC (250 x 4,6 mm; 5 um) com uma fase movel composta por acetonitrila e agua (90:10)
com fluxo de 0,4 mL/min, temperatura de 25 °C, apresentando 16 e 18 minutos de
tempo de retengcdo para R-RIV e S-RIV, respectivamente (Chen, 2019). Até o
momento n&o foram encontrados mais estudos na tematica de Rivaroxabana e

separacao de sua impureza quiral.
3.4. Impurezas
Todos 0s medicamentos possuem em sua composi¢do o insumo farmacéutico

ativo, responsavel pela acdo terapéutica, e também outros componentes que nao

possuem atividade farmacologica. Apesar do requisito de alta pureza dos IFA
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utilizados para producéo, os mesmos podem possuir impurezas, que sao classificadas
como qualquer substancia presente na formulacao que afeta o grau de pureza do IFA
(Nagpal, 2011). Essas impurezas presentes na formulacdo podem ser originadas por
processos de catélises que sdo reacdes comumente utilizadas na sintese de
farmacos, por residuos de solventes ou podem ser impurezas quirais. As impurezas
quirais podem estar presentes, pois geralmente farmacos de origem sintética séo
comercializados como racematos em fun¢éo da dificuldade de realizacao de sinteses
assimétricas ou enantiosseletivas (Tzanavaras, 2010; Singh, 2017). A presenca de
apenas um enantibmero, em alguns casos, é preferivel visto que este pode apresentar
um melhor perfil farmacolégico, aumento no indice terapéutico, e muitas vezes
diminuicdo de efeitos adversos (Roy, 2002). Em termos farmacodinamicos, a
estereoseletividade farmacoldgica no corpo humano faz com que os enantidbmeros
liguem-se e interajam de maneira diferente com as moléculas presentes no organismo,
enquanto que, em termos farmacocinéticos, essa estereoseletividade ocasiona
diferencas na absorcéo, distribuicdo, metabolizacdo e eliminacdo dos enantiomeros,
podendo acarretar uma menor efetividade e, consequentemente, uma menor
seguranca na administracdo de medicamentos com moléculas quirais (Rayala, 2022).

O International Council for Harmonization (ICH) possui o guia Q3 A (R2) —
Impurities in new drug substances, no qual as impurezas séo divididas em trés
classes: impurezas organicas, impurezas inorganicas e solventes residuais. As
impurezas inorganicas usualmente advindas de processos de fabricacdo e as
impurezas organicas oriundas do processo de fabricacdo e/ou das condicbes de
armazenamento do insumo. J4 os solventes residuais, sdo liquidos organicos ou
inorganicos utilizados na sintese do insumo. Este guia possui uma tabela (Tabela 1)
a qual especifica os valores de limites aceitaveis para reportar, identificar e qualificar

as impurezas baseado na dose maxima diaria da substancia utilizada.

Tabela 1. Limites aceitaveis para impurezas de acordo com o guia do ICH Q3A (R2), 2006.

Dose Maxima Limite de Limite de Limite de
Diarial e e alificacdo®
arl Notificac&do?3 Identificacéo?® Qualificag
< 2 g/dia 0,05% 0,10% ou 1 mg da 0,15% ou 1 mg da
ingestao diaria (0 que | ingestao diaria (o
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for menor) que for menor)

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

! Quantidade maxima da substancia ativa administrada por dia;
2 Limites de notificacdo maiores devem ser cientificamente justificados;

3 Limites menores podem ser adequados se a impureza for excessivamente toxica.

Em resumo, qualquer substancia que afete a pureza do material de interesse
pode ser considerado uma impureza. As impurezas quirais sdo caracterizadas por
apresentar exatamente a mesma férmula molecular diferindo apenas no arranjo
tridimensional de seus atomos, diferencas essas que podem ocasionar mudancas
tanto no perfil farmacolégico quanto no toxicolégico, sendo de extrema importancia
um monitoramento mais criterioso (Ahuja, 2007).

Um dos marcos nas impurezas enantioméricas foi a Talidomida, farmaco que
era comercializado como mistura racémica, e que, posteriormente, se descobriu que
apenas 0 enatibmero R apresentava atividade farmacologica enquanto que o
enantibmero S era teratogénico ocasionando anomalias fetais (Vargesson, 2015).
Outros exemplos séo a varfarina, cujo o isbmero S possui atividade cinco vezes maior
do que o isdbmero R, e o propanolol no qual apenas o isbmero S possui atividade
farmacolégica (Tengli, 2020).

3.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os métodos cromatograficos estdo entre as principais técnicas de separacao
devido a eficiéncia e ao poder de resolucdo das colunas que proporcionam uma alta
capacidade de separagcdao mesmo no caso de matrizes complexas (Lancas, 2009).

Houve um crescimento no desenvolvimento das analises de separacao
enantioméricas em resposta a demanda de tecnologias que fossem eficientes tanto
na area de desenvolvimento de produtos, quanto no controle de qualidade dos
mesmos (Hordern, 2010).

A maioria dos farmacos tem sua obtencao a partir de sintese quimica, e muitos
destes sdo comercializados como uma mistura contendo quantidade iguais de dois

enantiomeros, denominada racemato. A administragdo de um racemato possibilita
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diferencas na absorcédo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo devido a
estereosseletividade, o que deve ser levado em consideracao durante o planejamento
e 0 processo de producéo de insumos farmacéuticos. Entretanto, métodos envolvendo
analise quantitativa e separacao enantiomérica sdo de dificil desenvolvimento, visto
gue os enantibmeros possuem as mesmas propriedades fisicas e quimicas tornando
a separacdo mais complexa. Entre as técnicas de separacdo de enantibmeros, uma
das mais utilizadas € a cromatografia liquida de alta eficiéncia, na qual séo utilizadas
fases estacionarias quirais ou fases moéveis contendo aditivos quirais (Bonato, 2005).
A alta sensibilidade analitica da CLAE possibilita a utilizacdo para isolamento de
estereoisdmeros e determinagdo de pureza optica (Lima, 1997).

Na CLAE quiral em fase quiral existem duas técnicas que podem ser aplicadas,
a direta e a indireta, onde na técnica indireta € utilizado um reagente de derivatizacéo
quiral que proporciona a formacéo de um par de diasteroisbmeros que, por possuirem
propriedades fisicas diferentes, sdo separados em uma coluna convencional (aquiral).
Na técnica direta é utilizado um seletor quiral na fase estacionéria (coluna quiral) ou
introduzido na fase mével, porém a adicdo de um seletor quiral na fase movel
normalmente envolve um alto custo e baixa eficiéncia, sendo preferivel separacées
quirais diretas utilizando fases estacionarias quirais (Hancu, 2020). Atualmente estéo
disponiveis no mercado uma grande quantidade de fases estaciondarias quirais, o que
possibilita a aplicagdo desta técnica nos mais variados compostos, facilitando a
execucdo e demonstrando a relevancia da escolha correta da fase estacionéaria para
obtencédo de um método confidvel e adequado (Lourenco, 2010).

Estéo disponiveis fases estacionarias quirais com diferentes constituintes em
sua composicdo como: polissacarideos (amilose e celulose), proteinas (albumina
sérica, a-1l-glicoproteina &cida, ovomucoide, celobiohidrolase 1), glicopeptideos
macrociclicos (vancomicina, teicoplanina, ristocetina A), ciclodextrinas (a-, B- , y-
ciclodextrinas), alcaloides de cinchona (quninina e quinidina), seletores do tipo “Pirkle”
(compostos de baixo peso molecular, geralmente aminoacidos modificados ligados ao
suporte), éteres de coroa (poliéteres macrociclicos sintéticos), troca de ligantes
(complexos formados entre aminoacidos e ions metélicos) e polimeros sintéticos
(Cavazzini, 2011; Cass, 2010). Em meio a toda essa diversidade, as colunas quirais
compostas por polissacarideos sdo conhecidas por apresentarem boa perfomance,
ampla aplicacdo e serem responsaveis por, aproximadamente, 99% das separacdes

quirais relatadas, entre elas, destacam-se as constituidas de tris (3,5-
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dimetilfenilcarbamato) de amilose e celulose (Teixeira, 2019).

3.6. Quality by Design

O desenvolvimento de métodos analiticos quantitativos para impurezas em
formas farmacéuticas exige conhecimento sobre o método, sendo comumente
realizado pelo Quality by Testing (QbT) ou abordagem de tentativa e erro, porém esse
tipo de abordagem nédo possibilita a realizacdo de um gerenciamento de riscos
relacionados a qualidade e nem uma avaliacdo adequada da robustez, diferentemente
da técnica de QbD, a qual permite a identificacdo e uma maior compreensado de
variaveis que influenciam no desempenho do método, e também, a implementacédo de
uma estratégia de controle que tem como base um maior entendimento sobre o
método analitico (Hubert, 2014).

Usualmente utiliza-se o QbT, uma abordagem empirica na qual sdo testadas
diversas condi¢fes variando um fator por vez, o que ocasiona um nimero muito maior
de experimentos, além do fato de n&o estar sendo avaliada a interacéo entre os fatores
implicando na escolha de uma falsa condicédo ideal e acarretando uma perda de
qualidade (Deidda, 2018).

O QbD é uma abordagem cientifica baseada em analise de riscos, utilizada no
desenvolvimento farmacéutico e que busca um entendimento integral dos fatores,
tendo objetivos pré-definidos para controle dos processos ou produtos, e que busca
a garantia da qualidade dos mesmos. Essa abordagem avalia e identifica
caracteristicas criticas inerentes ao processo para que o produto final seja obtido com
os atributos desejados e adequados (Yu, 2008).

Para aplicacdo do QbD a metddos analiticos torna-se necesséario o total
entendimento do sistema analitico através de um estudo aprofundado dos parametros
criticos do método baseado na avaliagdo dos riscos e dos variados procedimentos,
permitindo a otimizagdo e conferindo robustez ao mesmo (Pasquini, 2018). A
implementagédo do AQbD inicia através da definicdo dos requisitos que o método deve
atender, incluindo tanto os pardmetros do processo quanto da validacéo.A partir disto,
devem ser identificados os parametros criticos para um desepenho adequado do
método, sendo denominados estes de atributos criticos de qualidade (CQA). Além da
identificacdo dos mesmos é realizada também a escolha de valores de aceitacéo e/ou

valores limite para cada um dos CQA. Posteriormente, é iniciada a etapa de analise

37



de risco, na qual sédo definidas as variaveis experimentais criticas, conhecidas como
parametros criticos do método (CMP), os quais influenciam no método de forma a
impactar os CQA. Em etapa subsequente € realizado o planejamento experimental
(DoE), onde usualmente é efetuado um primeiro estagio de varredura, para
posteriormente passar ao processo de otimizacdo do método, e finalmente, definicao
do Design Space, regido na qual os CQA sao atendidos (Breitkreitz, 2021).

O guia Q8 (R2) — Pharmaceutical development do ICH descreve de forma
detalhada o uso de QbD para processos de fabricacdo, mas que atualmente € aplicado
em diferentes areas, como citado acima.

Outro ponto a ser considerado é a robustez, pois através dela é constatada que
0s CQA permanecem significativamente inalterados mesmo com pequenas variagdes
em alguns parametros do método. Sendo assim, o desenvolvimento do método deve
ter como base ndo apenas a qualidade, mas a garantia da qualidade, a qual é avaliada

através da variabilidade proporcionada pelo teste de robustez (Debrus, 2013).

3.7. Validacao de métodos analiticos

Em um cenéario com aumento de competitividade e globalizacdo intensiva as
industrias farmacéuticas necessitam vencer novos desafios para conseguir se
destacar no mercado mundial, logo o controle de qualidade apresenta grande
relevancia, podendo ser considerada a etapa mais importante na fabricacdo de
medicamentos, pois através dele é possivel assegurar eficacia, seguranca, e
qualidade do produto final, e consequentemente, conquistar a confianga e a satisfacéo
do consumidor (Rocha, 2014).

O desenvolvimento de um método analitico compreende um processo de
avaliacdo no qual estime sua eficiéncia para o objetivo proposto e na rotina
laboratorial, essa avaliagéo geralmente € denominada validacéo (Brito, 2003).

O método desenvolvido deve ser bem caracterizado e passar por um processo
de validagéo para garantir resultados adequados e confiaveis (Shah et al., 2000). Para
a realizacdo da validagédo existem compéndios oficiais e diretrizes legais que servem
de guia para a execucdo da mesma como, por exemplo, RDC 166/2017 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), United States Pharmacopeia (USP), ICH
Q2-R1 (ICH, 1995) e o Food and Drug Administration (FDA), avaliando geralmente os

parametros de especificidade, linearidade, limite de deteccdo e quantificacéo,
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exatiddo e robustez, podendo haver variacbes conforme o tipo de método a ser
utilizado. De maneira geral, a validagcdo de um método assegura que o mesmo é
apropriado para a sua finalidade, além de auxiliar na garantia de maxima eficacia e

seguranca dos medicamentos (Gorog, 2007).
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4. CAPITULO | — Desenvolvimento e Validacdo de Metodologia
Analitica para Separacgao e Quantificacdo da Rivaroxabana e
sua Impureza Quiral.




4.1. Apresentacado do Capitulo

A analise de impurezas é um assunto de extrema importancia, que apesar de
ja vir sendo explorado, apresenta insuficiéncia de metodologias analiticas adequadas
e reprodutiveis.

O controle de qualidade exerce papel fundamental tanto no desenvolvimento
quanto na aplicacdo destas andlises para garantia da seguranca e eficacia de
produtos farmacéuticos e insumos ativos.

O Quality by Design € uma abordagem que vem sendo progressivamente
aplicada ao desenvolvimento de método analiticos, permitindo a selecdo das
condi¢cBes experimentais 6timas, auxiliando no entendimento de quais séo os fatores
criticos e a influéncia que eles possuem nas respostas obtidas, possibilitando
estabelecer um Design Space robusto permitindo a obtencdo de um método adequado
e com qualidade.

Considerando a necessidade do desenvolvimento de metodologias analiticas
para avaliacdo de impurezas, esse trabalho utilizou a estratégia QbD para desenvolver
um meétodo analitico empregando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
em fase quiral para resolver e quantificar a rivaroxabana e sua impureza
enantiomerica.

Através deste estudo foi possivel desenvolver um método capaz de resolver a
rivaroxabana e seus enantibmeros R e S, confiavel, de facil execucao e possuindo um
tempo de andlise aplicavel em rotinas de controle de qualidade, possibilitando n&o
apenas a analise em matéria-prima, mas também em produtos farmacéuticos
acabados.

ApOs o desenvolvimento, o método foi validado e todos os parametros
demonstraram estar em conformidade com o estipulado nos compéndios oficiais e na

legislacédo vigente.
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4.2. ARTIGO CIENTIFICO: Quality by Design approach for
enantiomeric evaluation of Rivaroxaban and its chiral
impurity.
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5. DISCUSSAO GERAL




Durante o desenvolvimento do método a primeira etapa foi a selecao da fase
estacionaria, iniciando o teste com a coluna Chiralpak® AD-RH (150 x 4,6 mm; 5 um),
a qual é empregada a técnica cromatografica mais usual, ou seja, fase reversa.
Inicialmente a coluna j& demonstrou ser adequada, ndo sendo necessaria a utilizacédo
da Chiralpak® AD-H e, consequentemente, a aplicacdo da fase normal que,
geralmente, utiliza solventes mais toxicos, e com maior impacto ambiental para
producéo de residuos em comparacao com a fase reversa.

A segunda etapa foi a realizagdo de testes com fases moveis variadas para
estabelecer uma pré-selecéo de quais realmente poderiam ser candidatas a avaliacao
para o método. Os testes iniciaram com misturas contendo 0s solventes mais usuais,
a mistura de metanol e agua, em diferentes proporcdes, ndo demonstrou resultado
satisfatorio, pois nao foi possivel observar nenhum sinal referente a S-RIV e R-RIV,
mesmo com um tempo longo de andlise.

A mistura de acetonitrila e agua apresentou ser mais promissora, permitindo a
visualizagao do sinal de ambos enantidmeros com um tempo relativamente curto de
analise, e demonstrando efetividade na separacao quando utilizada propor¢éo de fase
organica a partir de 90%. Outra mistura testada foi constituida de acetonitrila com
acetato de amoénio 10 mM, a qual apresentava melhores resultados quando a
proporcdo de acetonitrila partia de 80%, além de possuir um tempo de analise
levemente reduzido em comparacao a utilizacdo de acetonitrila. Ao longo do estudo,
outro fator que inicialmente ja expressava influéncia foi a temperatura, ficando claro
gque em temperaturas inferiores a 35 °C a separacdo nao era satisfatoria,
independente da fase movel em analise. Na literatura foram encontrados relatos de
que o0 aumento da temperatura promove uma diminuicdo na seletividade
enantiomérica, porém alguns trabalhos apresentaram o efeito oposto, alcancando um
aumento na resolugao ocasionado pelo aumento de temperatura, visto que os efeitos
da temperatura sobre a resolucdo quiral sdo dependentes dos analitos avaliados
(Chankvetadze, 2019; Heyden, 2012).

Habitualmente o desenvolvimento de métodos analiticos é feito de atraves de
tentativa e erro, tendo enfoque em um fator por vez, o que impossibilita a avaliacdo
do todo, da interagdo que existe entre os fatores e da influéncia que essa interagédo
traz como consequéncia. O QbD € uma ferramenta que une analise de risco com

estudo multivariado das respostas (CQA) em relacdo aos parametros criticos (CMP)
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avaliados, o que proporciona um maior entendimento durante a etapa de
desenvolvimento e a garantia da qualidade final do método. Apds o estudo preliminar,
foi realizada a etapa de varredura, na qual avaliou-se os CMP selecionados (pH,
temperatura, fluxo, percentual de fase organica e fase movel aquosa) em relagéo aos
CQA (resolucéo, simetria, nUmero de pratos tedricos e tempo total de analise). Nesta
avaliacao foi possivel constatar que a faixa de pH ndo exercia influéncia significativa
sobre os CQA estudados e que tanto o acetato de aménio 10 mM quanto a agua
poderiam ser utilizados como fase movel aquosa (Capitulo 1).

Durante a selecdo da fase mével aquosa, percebeu-se que ambas nao
apresentavam diferencas significativas em relacdo a numero de pratos tedricos e
tempo total de analise. Em relacéo a simetria, o acetato de aménio demonstrou valores
levemente superiores aos da agua. Quanto ao parametro resolucdo, a agua exibiu
resultados melhores em comparacdo com o0 acetato de amonio, e em razdo disso
optou-se pela &gua, visto que o método visava separar e quantificar os enantibmeros.

Além disso, com a combinacdo de acetato de amdnio com a acetonitrila em
elevada proporcdo, seria necessaria a implementacdo de uma etapa de limpeza
bastante rigorosa apds as andlises, 0 que ndo seria necessario com a utilizacdo da
agua, ademais a comparacdo entre as duas fases moveis aquosas em relacdo a
facilidade de preparo. Com a selecdo da agua como fase mével considerou-se que,
apesar do pH nao apresentar influéncia na resolucdo enantiomérica, seria pertinente
estabelecer um valor de pH que ndo permitisse eventuais flutuacées do pH da agua
original, coletada a partir do equipamento de ultrapurificacdo. A utilizacdo de agua
acidificada com acido formico 0,1% (pH 4,5), foi entdo estabelecida como fase aquosa
final. A definicdo deste valor de pH deu-se em raz&o do valor 4,5 ter sido estudado
durante a etapa de varredura, e de ndo ser necessdria a adicdo de uma grande
guantidade de acidificante na agua. Apesar de neste estudo o pH ndo apresentar
influéncia, usualmente, ele € um parametro que afeta a separacdo enantiomérica, em
razdo de alterar a ionizagdo do analito e/ou do seletor quiral, influenciando no
equilibrio de dissociacgdo (Ali, 2020).

Outro CMP investigado foi a vazdo da fase modvel, percebendo-se que a
diminuicao do fluxo impactava em uma melhora em todos os CQA, exceto tempo de
analise, e que vazodes acima de 0,5 mL/min ndo demonstravam efetividade, mas sim,

decréscimo na qualidade do método. Quanto a avaliacdo da temperatura, constatou-
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se que temperaturas a partir 38 °C promoviam um aumento na resolucéo, nos pratos
tedricos e uma diminuicado no tempo total de analise.

A partir dos resultados obtidos na etapa de varredura, foram selecionados, em
faixas mais estreitas, trés CMP (percentual de ACN, vazdo e temperatura) para
avaliacao na fase de otimizacdo do método. Através da otimizacdo do método obteve-
se um Design Space e as condi¢des finais selecionadas foram: fase movel constituida
de mistura de acetonitrila e agua (92:8) pH 4,5, com um fluxo de 0,35 mL/min, na
temperatura de 40 °C e apresentando um tempo total de analise de 12 minutos (Figure
3 — Capitulo 1).

Posteriormente, foi realizada a validacdo do método analitico, iniciada através
da determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo de S-RIV e R-RIV,
determinados experimentalmente. Como comentado anteriormente, foram
encontrados dois estudos relacionados a separacdo quiral da rivaroxabana, sendo o
primeiro um estudo que utilizou a técnica de fase normal (Prabhune, 2015), obtendo
valores de LOD e LOQ para R-Rivaroxabana de 0,025 pg/mL e 0,075 pg/mL,
respectivamente, e o segundo um trabalho que utilizou fase reversa e espectrometria
de massas para avaliacdo da R-RIV em plasma (Chen, 2019) apresentou LOD de 0,39
ng/mL e LOQ de 1,3 ng/mL, demonstrando alta sensibilidade em fungcédo da técnica
utilizada. Ainda que os valores encontrados neste trabalho sejam superiores, em
comparacao aos dos dois estudos, eles demonstram ser adequados, e abrangem os
limites para impurezas reportados pelo ICH (ICH, 2006). Os valores obtidos de LOD e
LOQ para S-RIV neste estudo foram 0,20 ug/mL e 0,68 pg/mL, respectivamente.

Quanto a seletividade, o método ndo apresentou nenhum interferente proximo
aos tempos de retencdo dos analitos em andlise (Figure 4 — Capitulo 1), sendo
considerado seletivo.

Para a linearidade foram estudadas trés curvas padrdo obtidas a partir de
solucdes estoque em seis niveis diferentes, para cada enantibmero, abrangendo a
faixa de concentracéo de 1 a 10 pg/mL para R-RIV e de 10 a 100 pg/mL para S-RIV.
Os valores de coeficiente de correlacao (r) foram 0,999 para R-RIV e 0,998 para S-
RIV, os dois valores préximos a unidade, apresentando-se de acordo com o estipulado
na RDC n° 166 de 2017.Para o coeficiente de determinacéo (R?) o valor encontrado
foi de 0,997 para ambos. Foi realizada a analise de regressao avaliada pela analise
de variancia (ANOVA), obtendo-se um valor de F= 6097,01 para R-RIV e de F=
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5247,98 para S-RIV, confirmando que os valores obtidos correspondem a uma
regressao linear nos dois casos (Fcalculado> Ftabelado, p < 0,05), confirmando a
linearidade do método. Também foi realizada a andlise de residuos, os quais
demonstraram homoscedasticidade e normalidade através do teste de Shapiro-Wilk.

Com relacdo a precisdo, a repetibilidade foi avaliada contemplando seis
amostras independentes com concentracdes de 3 pg/mL para R-RIV e 30 pg/mL para
S-RIV, e a precisdo intermediaria foi estudada através de trés dias distintos. Os
valores de desvio padréo relativo (DPR), tanto na precisao intra-dia quanto inter-dia,
obtidos para os dois compostos foram todos abaixo de 2%. O teor médio encontrado
para R-RIV e S-RIV foi de 98,42 e 100,53%, respectivamente.

Nas normativas tanto da ANVISA quanto do ICH (Brasil, 2017; ICH, 2005) esta
descrito que a avaliacdo de exatiddo em insumo farmacéutico ativo (IFA) é feita
através da aplicacdo do método proposto em substancia de pureza conhecida (SQR)
e que o resultado deve ser comparado com aqueles resultantes da aplicacdo de um
segundo método validado, ou pelo teste de recuperagéo no caso de analitos em matriz
complexa. Como ndo havia a possibilidade de comparacdo com outro método, por
este ndo existir, e a avaliacdo era de IFA ndo sendo considerado analito em matriz
complexa, a avaliacdo da exatidao foi feita através do erro relativo. O Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) possui um documento de
orientacdo sobre a validacdo de métodos analiticos (INMETRO, 2010), e nele esta
descrito que uma das maneiras possiveis para avaliar a exatiddo de um método é
através do erro relativo, o qual é obtido através da comparacdo do valor obtido
experimentalmente com o valor verdadeiro, que seria o valor certificado do material
de referéncia certificado (MRC), o que corresponderia a SQR. Os valores certificados,
segundo o fabricante, para as SQR de R-RIV e S-RIV sédo 99,88 e 99,63%,
respectivamente. A exatidao foi estudada em trés niveis de concentracdo para cada
analito, sendo elas baixa (R-RIV 2,4 pg/mL; S-RIV 24 pg/mL), média (R-RIV 3,0
pg/mL; S-RIV 30 pg/mL) e alta (R-RIV 3,6 pg/mL; S-RIV 36 pg/mL), os resultados
encontrados para teor foram todos acima de 99% e os erros relativos abaixo de 1,
para ambos, demonstrando a exatiddo do método.

A robustez foi avaliada durante a fase de desenvolvimento do método através
da implementacéo do QbD, com o qual foi possivel avaliar como as variacfes em faixa

de pH, proporcdo de fase movel organica, temperatura, entre outras, impactavam
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significativamente ou ndo nos parametros de adequabilidade do sistema, em
conformidade com o que esta descrito no guia Q2 (R1) — Validation of Anatytical
Procedures (ICH, 2005).

ApGs a validacdo do método analitico, 0 mesmo foi utilizado para avaliagdo da
presenca da impureza R-RIV em medicamentos disponiveis no mercado, sendo eles
dois medicamentos similares, um genérico e o0 medicamento referéncia. Para cada
medicamento foi feito um homogeneizado de 10 comprimidos, e a partir deste, a
preparacdo de uma solucdo estoque. As andlises foram realizadas com amostras
compreendendo concentra¢des de 500 até 1000 pg/mL, considerando-se 1000 pg/mL
a concentracdo maxima, pois caso nessa concentracao fosse identificada a impureza,
ela estaria dentro do limite para identificacao estipulado, sendo ele 0,10% (ICH, 2006),
e 0 meétodo proposto seria capaz de identificar e quantificd-la. Nenhum dos
medicamentos avaliados apresentou presenca da impureza quiral em sua composi¢ao
(Figure 5 — Capitulo 1), estando em conformidade com o guia mencionado.

O medicamento referéncia foi adquirido ndo apenas para esta analise, mas
também, para realizacdo de mais uma avaliacdo de exatiddo do método. Em relacdo
a impurezas, a ANVISA e o ICH (Brasil, 2017; ICH, 2005) sugerem que seja feito o
teste de recuperacao, ou seja, utilizacdo de amostra com adicdo de quantidades
conhecidas de impureza para avaliacgdo. Em termos de concentracdo foram
selecionadas as mesmas utilizadas na etapa anterior de exatidao, a qual avaliava o
erro relativo. Apesar desta avaliagcdo ser exigida apenas para a impureza quiral, o
teste também foi aplicado a S-RIV, visto que possuimos tanto a SQR quanto a amostra
(medicamento comercial). A R-RIV apresentou um teor médio de 100,01% e um DPR
de 0,82%, enquanto para S-RIV os valores obtidos de teor médio e DPR,
respectivamente, foram 99,95% e 1,70%, constatando novamente a exatiddao do
método (Table 5 — Capitulo 1).
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1. CONCLUSOES




o Foi possivel desenvolver e validar um método analitico para avaliacédo

da rivaroxabana e sua impureza quiral;

o A implementacdo do QbD na etapa de desenvolvimento proporcionou
um maior conhecimento sobre o método, auxiliando na obtencdo das melhores

condicdes e garantindo a obtencéo de respostas confidveis e reprodutiveis;

. O método proposto demonstrou ser de facil execucao, confiavel e
adequado para sua finalidade;

o O trabalho apresenta relevante contribuicdo para metodologias
analiticas quirais e na avaliacdo de impurezas em preparacdes farmacéuticas

contendo Rivaroxabana;

o Concomitantemente a necessidade do desenvolvimento de novas
metodologias, € necessario também um aumento de estudos com enfoque nha
avaliacdo toxicologica destas impurezas, tendo este trabalho como proxima

perspectiva a analise toxicolégica da impureza quiral (R)-Rivaroxabana.
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