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Como reduzir tempo e custo, obtendo interpretabilidade nos estudos de
degradacgao, através da Avaliagcao Tedrica Prévia e a Andlise Critica do
perfil de degradacao exigidas no contexto das revisées da RDC 53/2015 e do

Guia 04/2015.

Resumo

Esta nota de aplicagao descreve uma
avaliacao in silico abrangente dos
produtos de degradacgao da
cefalexina, utilizando o Médulo A -
Produtos de degradacgao do
software Degradation Plot. A partir
dessa ferramenta computacional foi
possivel identificar os grupos funcion-
ais da cefalexina que sao suscetiveis a
degradacao, assim como a predizer as
principais vias de degradacgao e os

produtos de degradacao potenciais a
serem formados em condicdes de
estresse. Ademais, a avaliagcao in silico
pode forneceu informacdes relevantes
para definir e justificar os parametros
de degradacao (endpoints), que pode-
riam ser usados no delineamento
experimental do Estudo de Degra-
dacao Forcada, em conformidade com
a RDC 53/2015, Guia 04/2015 e suas

vindouras atualizacdes.
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Panorama da Avaliacao Teérica
nos Estudos de Degradacao

O estudo de degradagao € uma peca
fundamental nas documentacdes do
medicamento e do IFA, e faz parte dos
requisitos para garantir a seguranca e
eficacia do produto.

De acordo com a RDC 53/2015' e com
o Guia 04/2015?, entende-se o0 estudo
do perfil de degradacao potencial
como uma avaliagao critica, que pode
OU nao conter a parte experimental
(Estudo de Degradacao Forcada), e €
indispensavel para o desenvolvimento
de métodos indicativos de estabilidade
(MIE).

Além disso, uma das principais
mudancas previstas nas revisdes da
RDC 53/2015 e do Guia 04/2015,

serd a obrigatoriedade de realizar a
Avaliacao Teérica Prévia dos produtos
de degradacao (PDs), antes de iniciar
os estudos experimentais.

E na Avaliacdo Tedrica Prévia que
deverao ser reunidas informacodes
sobre as provaveis rotas de degra-
dacao do IFA, por meio de pesquisas
bibliograficas, conhecimentos
aprofundados de quimica organica e
analises preditivas realizadas em
softwares (analises in silico).

A etapa de Avaliacao Tedrica Prévia
tem o intuito de reunir o conheci-
mento necessario sobre o IFA ou medi-
camento, para embasar justificativas
técnicas, assim como direcionar o
delineamento experimental do Estudo
de Degradacgao Forcada, quando
aplicavel.

DegradationPlot”

Nesse sentido, Degradation Plot - o
primeiro software brasileiro de
predi¢cao de produtos e vias de
degradacao - desenvolvido em uma
colaboracao entre a Altox e a
Eurofarma, pode ser um poderoso
aliado e fornecer solucdes na hora de
conduzir a Avaliagcao Tedrica Prévia e
no planejamento e interpretacao do
delineamento experimental.
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Degradation Plot se destaca por
possuir trés modulos integrados:

Q Modulo A - Produtos de
degradacao;

& Moédulo B - Incompatibilidade
IFA-excipientes;

& Médulo C - Predicio dos
tempos de retencao.

Com o auxilio dos trés mdédulos é
possivel:

v Identificar grupos funcionais do
farmaco mais suscetiveis a degra-
dacao;

v Prever os PDs tedricos,
considerando as reacdes mais
comuns para os grupos funcionais
presentes na molécula;

v Identificar quais dos PDs
previstos ja estao descritos na litera-
tura (quando aplicavel);

v Acessar referéncias bibliografi-
cas para os PDs descritos na litera-
tura, por meio do banco de dados
Pubchem (quando aplicavel);

V" Identificar vias de degradacao
mais provaveis para o |FA,

v Identificar os excipientes que
devem ser evitados por potencial
de interacao com o farmaco;

v Predizer os produtos da
interacao do farmaco com
impurezas potenciais presentes
Nnos excipientes;

v’ Predizer o tempo de retencao
para os PDs de interesse;

As informacgdes obtidas a partir de
Degradation Plot servem, portanto,
como ponto de partida para a elabo-
racao do relatdrio de predi¢cao das
degradacdes do IFA isolado e do IFA
no medicamento.

O conhecimento, antes da etapa
analitica, das condicdes de degradacgao
as quais o produto é mais suscetivel

€ quais as impurezas poderao ser
formadas apds a degradagao forcada,
auxilia os analistas/pesquisadores no
planejamento dos experimentos com
uma visao futura. Em consequéncia, o
trabalho na bancada torna-se mais
agil e assertivo, uma vez que para
cada condigdo testada ja se tem a
“expectativa” do que sera ou nao
formado como produto de degra-
dacao.

Isso é evidenciado em dois momentos:
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I. Quando o resultado experimen-
tal concorda com o estudo de
predi¢cao, deixando o estudo bem
simples de se justificar, inclusive
no caso de condi¢cdes nas quais a
molécula é estavel e;

II. Quando o resultado experimental
diverge do resultado predito, pois
permite ao analista questionar se
o planejamento experimental foi
realizado de forma adequada ou se
alguma informacao importante foi
negligenciada.

Nesta nota de aplicacao, o foco foi
explorar os beneficios da analise in
silico pelo Mdédulo A - Produtos de
degradacao do software Degradation
Plot, que conta com uma vasta bibli-
oteca de mecanismos reacionais
descritos na literatura, enriquecida
pelo conhecimento de profissionais
renomados, como Steven Baertschi,
um dos maiores especialistas do
mundo na tematica de produtos de
degradacao.

(Ho_ _o

\. J/

Figura 1. Estrutura molecular do IFA cefalexina.

A seguir € apresentado um estudo de
caso sobre a degradacao tedrica do
farmaco cefalexina.

Estudo de caso:
Degradacao da cefalexina

Desafios na Predicao de
Degradacao da cefalexina

A cefalexina € um antibiodtico perten-
cente a classe das cefalosporinas,
usada no tratamento de diversas
infeccdes do trato respiratorio,
infeccdes da pele e tecidos moles,
entre outras. De maneira geral, a
atividade farmacolodgica destes
compostos esta relacionada,
sobretudo, a natureza dos grupos
funcionais ao redor do anel beta-
lactamico presente nesse tipo de
molécula®. A estrutura molecular da
cefalexina é apresentada na Figura 1.

Por ser altamente funcionalizada, é
possivel inferir que a cefalexina seja
facilmente passivel de degradacao em
diferentes condicdes de estresse, e que
levara a formacao de varios PDs.

A predicao de degradacao da
cefalexina demandaria uma pesquisa
minuciosa na literatura sobre os
grupos funcionais presentes na
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molécula e os possiveis mecanismos
reacionais que envolvem a degra-

dacao desse ativo.

Considerando que a RDC 53/2015 e
o Guia 04/2015 mencionam as vias
de degradacao, mas nao fornecem

minutos Degradation Plot é capaz de
gerar um relatorio completo, reunindo

todas as informacdes necessarias para
auxiliar nos estudos de forma mais

tura.

detalhes sobre a padronizagcao dessas

condicdes (ex: reagente, concentracao,
tempo e temperatura de exposicao),
justificado pelo perfil Unico de

cada farmaco, realizar o
delineamento experimen-
tal da cefalexina a partir
de uma revisao da litera-
tura pode se tornar um
processo extremamente
trabalhoso e demorado.

Otimizando a
Avaliagao Teodrica
dos Produtos de
Degradacao

Para realizar a predicao de
degradacao utilizando
Degradation Plot, basta
inserir a estrutura do IFA,
neste caso da cefalexina, e
escolher os filtros de
probabilidade das reac¢des
e os tipos de reacdes dese-
jadas (Figura 2).

Com uma interface
intuitiva, em questao de
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Figura 2. Tela inicial do software Degradation Plot.

CAS number
15686-71-2

Reactions types: 2
Any

likelihood Any reaction

eficiente, eliminando a necessidade de
realizar uma busca exaustiva na litera-

Conforme apresentado na Figura 3,
Degradation Plot identifica (realcados
em verde) todos os fragmentos do IFA

100% v

o [o][=][=]=]

o

(]

o

]
Hel



é@ NOTA DE APLICACAO
P

Predicao in silico dos Produtos de Degradagao da cefalexina com o software Degradation Plot

Model 1 - Map of fragments susceptible to degradation

The result below refers to the groups susceptible to degradation reaction found in our knowledge-based, including the name
and brief information about each labile group.
“ ——

Biakiieaia Conditions and degradation pathways

Alkenes are susceptible to polymerization. Beside that
they also are susceptible to oxidative reactions in
presence of molecular oxygen.

H\$‘ 0
alkene
HNC Y I‘\OH

secondary amide Amides are subject to acid catalyzed hydrolysis

tertiary amide Amides are subject to acid or base-catalyzed hydrolysis.

Aliphatic amines are subject to simple acid and base-
o] catalyzed hydrolysis to the resulting hydroxyl compound
or elimination to form a double bond. When amines are
unprotonated, they are nucleophilic, more easily oxidized.
Primary and secondary amines are nucleophilic and will
react readily with electrophiles such as aldehydes.

primary amine

H carboxylic acid Carboxylic acid under acidic or basic catalysis can go
(decarboxylation) under decarboxylation.
LN
o]
AltoxLab + Av. Dr. Vital Brasil - n. 305 - 803  PC 05503-001 + Butants - S0 Paulo - BR - Phone: +55 (1) 3777 4820 | altox.com.br 3

ibl
Susceptible Conditions and degradation pathways
Fragments
o Enamines can go under hydrolysis to produce the
/ (o} enamine corresponding ketone. Enamines are susceptible to
reactivity with singlet oxygen (formed through the
HN o) OH photosensitization of molecular oxygen).
0 The acid are ible to

carboxylic acid  reactions when an alcohol is present, and in the presence

of peroxides to form peracids.

nﬁ
LU J‘g‘

H /? 0 Benzyl groups are stable to most conditions but are
benzyl susceptible to autoxidation and oxidation by molecular
H \Q\‘)\i\kw oxygen.
0 I
0 Thioethers can be hydrolyzed via acid-catalysis to the
H / o) corresponding thiol, but are reasonably stable to neutral
thioether and basic conditions. Thioethers are susceptible to
HN Y | OH oxidation (both peroxide and radical mediated) to
sulfoxides and sulfones.
Variations of this functional group can be oxidized
o) Carbonyl . . . y
compounds following Baeyer-Villiger reactions for ester formation or
H ‘ OH ring growth by lactone formation.
AltoxLab + Av. Dr. Vital Brasil - n. 305 + 803 + PC 05503-001 + Butanta + S&o Paulo - BR - Phone: +55 (11) 3777 4820 | altox.com.br 4

Figura 3. Mapa dos fragmentos mais suscetiveis a degradacao, gerado por Degradation Plot.

gue sao suscetiveis a degradacao,
apresentando um resumo das
condicdes de estresse e vias de degra-
dacao mais reativas para cada grupo
funcional.

A partir das informacdes fornecidas
por Degradation Plot, constata-se que
a cefalexina de fato apresenta varios

grupos suscetiveis a degradacao,
que estao sujeitos a reagdes de
descarboxilacao oxidativa, hidrdlises
4cida/basica, auto-oxidacdo, entre
outras.

Ainda, para o melhor entendimento
de cada reacao, o relatdrio conta com

um descritivo reacional detalhado
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(Figura 4), pelo qual o mdédulo oferece
resumos da literatura, com as respecti-
vas referéncias, sobre a suscetibilidade
dos grupos funcionais presentes na
molécula, nas condi¢cdes de estresse
indicadas.

Do Tedrico ao Experimental:
Informacodes para auxiliar na
escolha dos Parametros de
Degradacao (Endpoints)

Todas as informacgdes tedricas geradas
por Degradation Plot sdo reunidas em
dados estatisticos para facilitar a
visualizacao e compreensao de quais
vias de degradacao estao associadas a
condi¢cdes de estresse mais brandas ou

Details about fragments susceptible to degradation

Secondary amide and Tertiary amide

Amides are subject to acid or b: talyzed is to form a acid and an amine. Amides are more stable than
their corresponding esters since -NHR is a poorer leaving group than -OR for esters. Therefore, water alone is not sufficient to
hydrolyze most amides at a significant rate.’”

Primary amine

Amines are a very common functional group in pharmaceuticals and are prone to a variety of degradation reactions. Amines
can be primary, secondary, or tertiary, aryl or alkyl. Aliphatic amines are subject to simple acid and base-catalyzed hydrolysis to
the resulting hydroxyl compound or elimination to form a double bond. In either case, ammonia is eliminated from the API.
When amines are unprotonated (i.e., in the neutral “free base” form), they are nucleophilic, more easily oxidized, and more
volatile. Primary and secondary amines are nucleophilic and will react readily with electrophiles such as aldehydes (as present
in excipients such as glucose, lactose, etc.) to undergo the first steps of the Maillard reaction. Amines may also react with trace
(or other present) to form hemiaminals with the potential for dehydration to
imines and/or cross-linking with other amines or nucleophiles. 832

levels of

Thioether

Thioethers are susceptible to oxidation (both peroxide and radical to and sulfones. are chiral,
and the formation of a sulfoxide from a thioether introduces a new chiral center into the molecule. Thioether hydrolized via
acid-catalysis to the corresponding alcohol or thiol. 3339

Carbonyl compounds

Carbonyls and can undergo a Bayeyer-Villiger oxidation reaction to form an ester starting from a ketone or a lactone
from a cyclic ketone, using peroxyacids or peroxides as the oxidizing agent. Carbonyls next to carboxylic acids (in beta
position) can undergo reactions of of the acid group. The Oxygen (O-H) of the carboxylic acid
group can attack the hydrogen of the beta carbon leading to the formation of a double bond and obtaining the a,B-unsaturated
system. In the specific case of the pyrazolidine dione, the alpha hydrogen between the two carbonyls is acidic enough to be
abstracted by oxidation, leading to the formation of the respective hydroxide, which can come into equilibrium with the ring
opening reaction leading to the formation of aldehyde and ketone, 4044

Alkene

Olefins are compounds that contain one or more double bonds and can undergo a number of reactions that can be observed
when subjected to stress testing conditions. When subjected to oxidation conditions, olefins (especially those that are
conjugated with additional double bonds or that have heteroatoms in an allylic position) can undergo epoxidation and
dihydroxy addition reactions. Epoxidation followed by SN2 reaction resulting in anti-hydroxylation can occur by treatment with

mais severas. Conforme demonstrado
no grafico da Figura 5, extraido do
report gerado por Degradation Plot,
existe uma prevaléncia de PDs predi-
tos de segunda ordem (Degradation
Step 2, 230 estruturas) quando
comparada a quantidade predita de
PDs de primeira ordem (Degradation
Step 1,16 estruturas).

Na analise de suscetibilidade de
degradacao dos grupos funcionais,
destacam-se dois grupos da
cefalexina, a amina primaria e o
tioéter (Figura 6), cada um deles
envolvido em mais de 30 reacdes de
degradacao, cujos PDs sao majoritari-
amente de segunda ordem.

Carboxylic acid (decarboxylation)
Some ic acids are to

with acid or base catalysis. 5862

Enamine

Acid-catalyzed hydrolysis of enamines (last step of the Stork enamine reaction) involves conversion to an iminium ion which
undergoes hydrolysis to the ketone. The iminium ion undergoes hydrolysis quite readily since there is a contributing resonance
form with a positive charge on the carbon. Enamines have an electron rich double bond that is susceptible to reactivity with
singlet oxygen (formed through the photosensitization of ground state molecular oxygen).5365

Carboxylic acid

The electrophilic carbonyl of a carboxylic acid can undergo nucleophilic attack to form esters, amides, thioesters, etc. In the
case of attack by an alcohol, the reaction product is an ester, and the reaction is called an esterification reaction. This can
oceur as an artifact reaction when acid/base hydrolysis reactions are performed using an alcohol co-solvent system such as
methanol. Esters of the API parent compound can also be observed as process related impurities, especially when alcohol
solvents are used in the recrystallization step. Carboxylic acids are not prone to oxidative degradation, in the other hand
peroxides can add to carboxylic acids to form unstable peracids, which are good oxidants that promote further oxidations
similar to that of hydrogen peroxide. Some carboxylic acids can decarboxylate if a carbonyl group is beta to a carboxylic acid,
acid or base-catalyzed decarboxylation. In cases of thermal conditions, a decarboxylation reaction can occur followed by the
formation of a dimer-ester.®®

Benzyl
Benzyl groups are stable to most but are ible to The free radical process of autoxidation
consists of a chain sequence involving three distinct types of reactions: initiation, propagation and termination. The initiation
step produces a free radical to begin the chain reaction. Termination of the autoxidation chain process occurs as peroxyl
radicals react with other radicals to yield non-radical products. Oxidations can be catalyzed by peroxide containing forming
excipients (e.g., PEGs, Tween 80 / Polysorbates, Povidone, etc.). These contain pol ic chains of

units (-0-CH 2 -CH 2 -0-), and this ether based functional group is prone to radical catalyzed oxidation. These reactive radical
intermediates can catalyze oxidative degradation. This susceptibility of benzyl groups to autoxidation is due to the low bond
dissociation enthalpy of the benzylic hydrogen; abstraction of the benzylic hydrogen results in a benzylic radical (a pi
delocalized radical), stabilized by resonance into the phenyl ring. Such resonance delocalization could also be provided by other
aryl groups or by extended conjugation, and therefore any sp3 hybridized methine (-CH-), methylene (-CH 2 -), and even methy|
(-CH 3 ) group attached to an aryl group or to a group with extended conjugation, provides a favorable site for autoxidation to
occur. If the benzylic site is chiral and has a labile hydrogen, epimerization reactions may also occur via radical catalyzed
mechanism, especially if the benzyl group is involved in a photodegradation pathway (e.g., the benzyl group is photoexcited via
exposure to light). If the degradation chemistry is performed in an aqueous environment, hydroxyl addition can also occur.
Additionally, chiral benzylic alcohols are likely to undergo racemization reactions under acidic conditions via a cationic
Due to the low bond dissociation energy of the benzylic C-H bond and ease of radical formation, another reaction

hydrogen peroxide and formic acid, common excipient impurities in drug product for Olefins are to
i reactions. In particular, some olefin containing APIs can dimerize

with another molecule of API to form a [2+2] cycloaddition product under photo conditions. The olefin bond is susceptible to
4557

migration, ph dation and

E(trans)-Z(cis) isomerization as well as oxidation.

AltoxLab + Av. Dr. Vital Brasil - n. 305 + 803 + PC 05503-001 + Butanta + Sao Paulo - BR - Phone: +55 (11) 3777 4820 | altox.com br 6

to keep in mind is potential dimerization of two molecules of the AP! at the benzylic center. Compounds with a benzylic amine
are particularly susceptible to hydrolysis and to radical initiated oxidation conditions. These compounds readily convert to the

imine, which undergo hydrolysis to the primary amine and aldehyde derivatives.®7%
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Figura 4. Descritivo detalhado dos fragmentos suscetiveis a degradacao, gerado por Degradation Plot.
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Considerando a facilidade com que os
fragmentos amina primaria e tioéter
sao passiveis de gerar produtos de
degradacao secundarios, a escolha
dos parametros de degradacao

M akenes

Degradation Step 1

M Degradation Step 2

Figura 5. Quantidade predita de produ-
tos em funcao das etapas de degra-
dacao (primeira e segunda ordens).

(endpoints) deve demandar uma
atencao especial, sobretudo nas
condi¢cdes oxidativa e de hidrdlise.

A utilizacao de solugdes de acidos e
bases, assim como de agentes
oxidantes menos concentrados e
tempos de exposicao menores, pode
ser uma boa estratégia no plane-
Jamento dos primeiros experimentos
do estudo de degradacao forcada.

No que diz respeito as vias de
degradacao, o grafico gerado por
Degradation Plot (Figura 7) indica uma
maior porcentagem de formacao de
PDs unicos pelas vias oxidativa e de
hidrolise.

O numero de PDs unicos preditos

Degradation Step 1 [ Degradation Step2 M alkenes
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Functional Groups

Figura 6. NUmero de reacdes preditas em funcdo dos grupos funcionais presentes na molécula.
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para cada condicao de degradacao é
importante no momento de avaliar
0s resultados dos experimentos do
estudo de degradacao forcada.

Por exemplo, se experimentalmente
nao for observada degradacao da
cefalexina em uma condig¢ao especi-
fica de hidrdlise, poderia-se inferir que
0S grupos presentes na molécula sao
resistentes a essa condicao, principal-
mente se Nao houver evidéncias que
indiqguem o contrario.

Por outro lado, ao considerar que a
predicao in silico indica a hidrdlise
como a segunda condi¢cao que mais
gera produtos de degradacao, fica
evidente que os parametros de degra-
dacgao escolhidos foram muito bran-
dos e que devem ser revistos.

B Degradation Step 1 and 2

100 109

Number of unique DPs
2

Hydrolysis Oxidation

Reaction Type

Quais Produtos de Degradacao
esperar no Estudo de Degra-
dacao Forcada?

Tendo em vista o alto numero de
produtos de degradacao que podem
ser gerados para a cefalexina, totali-
zando 249 produtos preditos a partir
de 17 grupos funcionais diferentes, o
Modulo A - Produtos de degradacao
apresenta uma lista com a classifi-
cagao da probabilidade de formacao
de todos esses produtos preditos, que
variam de raros (verde), esperados
(amarelo) até os mais provaveis
(vermelho). Alguns exemplos dos
produtos de degradacao preditos e as
respectivas classificacdes estao
demonstrados na Figura 8.

Nota-se que as estruturas DP-1-2 e

DP-1-3 s3do classificadas como produ-
tos de degradacao
provaveis de
serem formados,
seguidas por
DP-1-1 e DP-1-5
considerados
produtos de

Figura 7. NUmero de produtos de degradacao unicos em funcao

dos tipos de reacdes para todas as etapas de degradacao (primeira

e segunda ordens).

degradacao
Photolysis esperados e
DP-1-4, como
produto de degra-
dacao raro.
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A lista apresenta as
estruturas quimicas,
com as informacgdes de
massa exata, formula
molecular, condi¢cao de
degradacao e quais
estruturas sao poten-
cialmente

esperadas.

Quando Degradation
Plot identifica molécu-
las que ja foram repor-
tadas na literatura, links
de direcionamento ao
site PubChem sao
disponibilizados abaixo
das estruturas (azul,
Figura 8), para que se
possa acessar as infor-
macdes disponiveis.

O produto de
degradacao predito
DP-1-2, por exemplo,
possui duas estruturas

Product

CC12CSC3C(NC(=0)C(N)cAcceeed)C(=0)N3C
1(C(=0)0)02

0
°
Ha
on
oE

CC1=C(C(=0)0)N2C(=0)C(N)C2SC1.NC(C(=0)
0)clceecel

Already Reported - PubChem (1883)
Already Reported - PubChem (3866)
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Already Reported - PubChem (76116014)

Name

Mass

Formula

Reaction

Condition

Likelihood
DP-1-1 363.08889 C16H17N305S Oxidation Expected
iz U Cmer e
DP-1-3  365.10454 C16H190N305S Hydrolysis
DP-1-4 348.07799 C16H16N205S Hydrolysis Rare
DP-1-5 361.07324 C16H15N305S Oxidation Expected

relacionadas que foram

Figura 8. Exemplo de algumas estruturas de produtos de
degradacao preditos, contendo as informacdes de massa

exata, formula molecular, condicao de degradacao e

efetivamente relatadas

como produtos de degra-

dacao da cefalexina:
2-Amino-2-phenylacetic acid®,
Impureza A da Farmacopeia Europeia
(EP) e 7-amino-3-methyl-8-oxo-5-thia-
l-azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carbox-
ylic acid®, Impureza B da Farmacopeia
Britanica (BP) (Figura 9).

probabilidade da reacao.

Adicionalmente, a partir dos links para
o0 Pubchem disponibilizados por
Degradation Plot, foi possivel
encontrar facilmente dados na
literatura sobre um estudo de
degradacao forcada da cefalexina®.
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OH

O
H,N

2

2-amino-2-phenylacetic acid

Impureza A da cefalexina
(farmacopeia européia (EP))

\.

HO__O
o)

jing

NH,

=
S

7-amino-3-methyl-8-oxo-5-thia-1-azabicyclo
[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxylic acid

Impureza B da cefalexina
(farmacopeia britanica (BP))

J

Figura 9. Estruturas preditas por Degradation Plot e que sdo descritas
como produtos de degradacao da cefalexina pelas farmacopeias euro-
peia (EP) e britanica (BP).

O artigo de Von Ahn e colaboradores,
mostrou que as impurezas A e B sao

formadas a partir da via de hidrélise
acida. Contudo, os produtos majori-
tarios foram obtidos a partir da

abertura do anel beta-lactamico,
corroborando os dados da literatura
sobre a susceptibilidade do anel via
reacdes de hidrdlise catalisada por
acido e base. Um exemplo dessa labili-

p

HO_ _O
/:O
S N

H
H,N

cefalexina

JIN__S . NS
N © N
NH, 1 0 NH, o

DP-1-3

Produtos de degradacgao
secundarios

dade € o produto de degradacao
DP-1-3 predito por Degradation Plot, e
descrito na literatura. Sua instabilidade
o leva a se decompor, gerando PDs
secundarios (Figura 10).

A reuniao dessas informacdes permite
ter acesso nao somente aos produtos
de degradacao tedricos, mas também
ao direcionamento das condi¢des de
estresse pelas quais essas estruturas
sao formadas e, em alguns casos,
sugestdes de métodos indicativos de
estabilidade. Além disso, a partir da
observacao dos mecanismos de
reacao propostos é possivel justificar
desvios de balanco de massas nos
Ccasos em gue ocorrer perda ou ganho
de grupo cromoforo.

Figura 10. Produtos das degradacdes
hidroliticas da cefalexina.



é§ NOTA DE APLICACAO
P

Predicao in silico dos Produtos de Degradagao da cefalexina com o software Degradation Plot

Implicacoes das Predicoes
de Degradacao in silico
para o Desenvolvimento
de Métodos Indicativos de
Estabilidade

Marcelo Luis Wilde
Eurofarma Laboratoérios

O desenvolvimento de metodologias
cromatograficas baseadas em
conhecimento prévio (knowledge
based method development) pode
auxiliar em uma abordagem mais
assertiva no que tange o desenvolvi-
mento de métodos que atendam a
RDC 53/2015 e a RDC 318/2019.
Predicdes in silico de produtos de
degradacao (PDs) geradas pelo Degra-
dation Plot podem ser utilizadas como
um guia prévio auxiliando na escolha
de:

I. Colunas cromatogréaficas mais
apropriadas ao tipo de analito;

II. Fases moéveis compativeis;
I1l. Comprimento de onda mais

adequado para detectar todos os
produtos de degradacao gerados.

Nao obstante, o Médulo C de Degrada-
tion Plot é uma ferramenta que auxilia
de forma assertiva na identificagcao e
caracterizagcao de impurezas acima da
especificacao em estudos de estabili-
dade acelerada e prolongada. Essa
ferramenta pode ser utilizada para

um screening inicial relacionando a
probabilidade estrutural e tempo de
retencao preditos para os diferentes
PDs, frente ao tempo de retencao da
impureza alvo de qualificacao.

Outro ponto relevante acerca de
Degradation Plot é o fato das
predi¢cdes in silico combinarem

valores de massa exata (m/z) com

as estruturas preditas, auxiliando na
racionalizacao de dados experimentais
gerados por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas,
para elucidacao e identificacao estru-
turais mais eficazes.

As predicdes in silico geradas por
Degradation Plot podem auxiliar e, até
mesmo, antever o comportamento do
produto acabado frente a condi¢cdes
de estabilidade prévia e acelerada,
auxiliando na escolha de embalagens
mais adequadas, e evitando a
exposicao do produto acabado a
condi¢cdes que possam levar a
formacao de PDs tais como evitando
exposicao a luz, umidade, etc.
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Diogo dos Santos Alves
Brainfarma Industria Quimica e
Farmacéutica S/A

Os estudos in silico de degradacao
desempenham um papel crucial no
desenvolvimento de métodos indica-
tivos de estabilidade (MIE) para medi-
camentos.

Eles oferecem informacdes valiosas
sobre possiveis rotas de degradacao e
produtos resultantes, levando em
consideracao diversos fatores. Essas
ferramentas sao vantajosas, reduzindo
consideravelmente o tempo e os
recursos necessarios para estudos de
degradacao ao prever e selecionar
condicdes de estresse relevantes. Elas
também ajudam a identificar as vias
de degradacao mais importantes para
o0 analito alvo, otimizando o desenvolvi-
mento do método.

Embora fornecam uma visao ampla
do produto, essas ferramentas nao
dispensam a interpretacao critica do
analista durante o estudo de degra-
dacdo in silico. E fundamental que o
analista valide as conclusdes do soft-
ware por meio de teorias ou experi-
mentos, considerando o perfil real do
ingrediente ativo ou medicamento.

Além disso, a previsibilidade da
formacao de produtos de degradacao

requer uma analise humana,
considerando aspectos como impedi-
mento estérico e analise estrutural que
podem nao ser contemplados pelas
ferramentas in silico.

A avaliacao in silico pode apresentar
variagdes de grupos funcionais que
podem alterar a absortividade e
deteccao das impurezas. Assim, a
capacidade preditiva das simulacdes
contribui para visualizar os grupos
cromoforos, o que afeta diretamente a
detecc¢ao nos espectros UV-Vis. Isso
resulta em uma melhor identificagcao
das impurezas formadas, além de
fornecer alternativas para atender aos
requisitos regulatdrios em investi-
gacodes e esclarecimentos estruturais
necessarios, como em analises de
espectrometria de massas.

Uma impureza desconhecida que
porventura possa estar acima dos
limites de especificacao no produto
final, pode ter sido predita in silico e
facilmente sera elucidada. O deline-
amento experimental baseado nessas
ferramentas também prevé a otimi-
zacao do processo, e conceitos de QbD
e DoE podem ser aplicados, facilitando
tanto no desenvolvimento do MIE
quanto nas possiveis identificagcdes

de impurezas formadas.

As rotas de degradacao identificadas
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nos estudos in silico sao cruciais para o
desenvolvimento do método indicativo
de estabilidade.

No caso da cefalexina, por exemplo, as
vias principais - hidrdlise e oxidacgao -
serao priorizadas no inicio do processo.
Mesmo que outras condi¢cdes
precisem ser avaliadas, o foco inicial
estara nessas vias, onde a degradacgao
€ mais provavel, orientando as primei-
ras etapas do desenvolvimento deste
meétodo.

Apds o desenvolvimento do método, o
analista deve comparar os dados obti-
dos in silico com resultados experi-
mentais, identificando semelhancgas,
diferencas e possiveis discrepancias. A
validacao dos resultados in silico por
meio de experimentacao real é funda-
mental para garantir a confiabilidade
das previsdes futuras.

Portanto, as ferramentas in silico
oferecem vantagens no desenvolvi-
mento de métodos de estabilidade,
mas nao deixam de demandar a
avaliacao critica do executor.

Uma abordagem equilibrada entre
dados in silico e experimentais é
essencial para um desenvolvimento
eficaz de métodos de estabilidade
especialmente frente a RDC n° 53/2015
e Guia n° 4/2015 e suas revisoes.

Jefferson Luiz Fonseca da Silva
EPHAR - Instituto de Exceléncia
Farmacéutica

O objetivo principal do estudo de
degradacao forcada é a obtencao do
meétodo indicativo de estabilidade.
Uma vez que a etapa de exposi¢cao as
condi¢cdes de degradacao produzir as
impurezas esperadas de acordo o0s
argumentos citados nesta nota de
aplicacao e o método utilizado for
capaz de “enxergar” quaisquer que
sejam elas (impurezas conhecidas ou
desconhecidas), tem-se entao um
meétodo indicativo de estabilidade que
precisa ainda ser posteriormente vali-
dado.

No caso da cefalexina, este estudo
demonstrou que, como a maioria

das cefalosporinas, ela é extrema-
mente suscetivel a degradacao,
destacando-se as reacdes de hidrdlise
e oxidacao. Um minimo contato com
solucao aquosa ja € capaz de produzir
a abertura do anel beta-lactamico.
Portanto, o método tem que ser nao
apenas seletivo, mas capaz de detectar
essas impurezas a nivel de limite de
quantificacao, com exatidao e precisao
adequados. Esse conhecimento
também pode influenciar na escolha
do material de embalagem e das
condi¢cdes de estocagem do medica-

mento.
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Rodrigo S. Martins e Eder
Lorenzato Jr.
Althaia S.A. Industria Farmacéutica

Além de auxiliar na elaboragcao de um
protocolo de estudo de degradacao, a
avaliacao tedrica de possiveis produtos
de degradacao € importante para o
desenvolvimento de métodos analiti-
cos. Tomando como exemplo o caso
da cefalexina, uma vez que, o software
Degradation Plot demonstrou que
esse |FA é sensivel a hidrdlise, sendo
esta a principal via de degradacao
deste insumo, diluentes e fase movel
com alta porcentagem de agua ou
gue possuam valores de pH extremos,
devem ser evitados a fim de nao
favorecer degradacao do IFA.

A predicao de produtos de degradacao
além de auxiliar na elaboracao do
protocolo de degradacao forgada, na
parte experimental, fornece infor-
macdes importantes relacionadas aos
grupos cromoforos dos produtos de
degradacgao potenciais e como essas
moléculas podem impactar no calculo
de balanco de massas, devido a degra-
dacao ou alteracao desses grupos
cromaoforos.

Um exemplo disso, € a formacao dos
produtos de degradacao DP-1-2, no
qgual o IFA cefalexina sofre um
processo de hidrélise gerando dois

produtos, os quais possuem diferencas
Nnos grupos cromoforos em relagao

ao IFA e podem impactar no calculo
de balanco de massas (Figura 8).

O mesmo caso se aplica ao produto
de degradacao DP-1-1, um produto
formado devido a oxidagcao do grupo
funcional alceno a um epdxido
(Figura 8). Esta modificagcao pode
alterar a absorcao do produto de
degradacao formado no espectro

de UV, guando comparado ao IFA.

Ainda em relacgao a cefalexina, a
predicao de produtos de degradacgao
auxilia nas estratégias de identificacao
de impurezas no estudo de estabili-
dade. Uma vez que uma impureza
desconhecida atinge o limite de iden-
tificacao, conforme preconizado na
RDC 53/2015, esta impureza devera ter
a sua estrutura elucidada, seja pela
confirmacgao estrutural utilizando
técnicas analiticas como Espectrome-
tria de Massas (EM) e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) ou através
de comparacao com um padrao
caracterizado.

Uma outra alternativa seria pela
proposta de um mecanismo de degra-
dacao que leve a uma estrutura confir-
mada com uma técnica espectro-
scopica de caracterizagcao (EM, RMN ou
infravermelho).
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Por exemplo, impurezas da cefalexina
oriundas do estresse oxidativo, como
DP-1-1 e DP-1-5 (Figura 8), podem ser
identificadas via sua correlagcao entre o
mecanismo de formacao da impureza
proposto por Degradation Plot e sua
massa molecular a partir de amostras
analisadas por HPLC-MS, sem a
necessidade de compra de padrao

Oou outras técnicas de elucidagao
estrutural.

Um ultimo ponto em relagao a
importancia de realizar um estudo
tedrico prévio de provaveis produtos
de degradacao, é no sentido de preve-
nir a formacao de produtos de degra-
dacao ao longo da vida util do produto.
Neste caso, durante o desenvolvi-
mento do produto e a depender da via
de degradacao do ativo, é possivel
utilizar um material de embalagem
gue € mais impermeavel a umidade,
gue possua propriedades fotoproteti-
vas ou, ainda, evitar um processo de
compressao por via umida, entre
outros exemplos.

Além disso, a predicao tedrica previa
também auxilia na identificagcao de
possiveis produtos de degradacao com
alerta estrutural para genotoxicidade
via analise in silico, de modo a orientar
e estabelecer pontos de atencao rela-
cionados a essas impurezas.

Angelica Abido, Gustavo P. da
Silva e Lillian F. S. Nascimento
Apsen Farmacéutica

Em virtude das diversas reacoes
guimicas que podem acontecer
envolvendo a molécula da cefalexina,
considerando as abordagens in silico,
bem como o conhecimento da
reatividade dos grupos funcionais,
destacam-se aquelas envolvendo
tanto grupos nucleofilicos (por
exemplo, amina primaria e tioéter,
Figura 6), quanto grupos eletrofilicos
(por exemplo, anel beta-lactamico e
amida secundaria, Figura 3).

Neste contexto, tratando-se de
processos oxidativos, sejam eles de
natureza polar ou radicalar, o grupo
funcional tioéter representa um alvo
bem caracteristico, pois devido aos
pares de elétrons livres do atomo de
enxofre e sua elevada polarizabilidade,
O torna um sitio propenso a reagir com
espécies reativas de oxigénio como,
por exemplo, a substancia quimica
peroxido de hidrogénio, conduzindo a
formacao da nova ligacao quimica
S=0.

No que tange as reacdes de hidrolise, o
anel beta-lactamico representa um
potencial alvo molecular para ter sua
ruptura por agentes nucleofilicos (por
exemplo, molécula de agua — catalise
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acida ou ion hidroxila — catalise basica).
Tal labilidade quimica é pertinente a
tensdo anelar existente neste anel
heterociclico de quatro membros,
tornando-o apto a ser aberto quando
na presenca de condi¢des acidas ou
basicas.

Complementarmente, em vista

da existéncia conjunta de grupos
nucleofilico e eletrofilico na molécula
da cefalexina, o arranjo atbmico
estrutural destes grupos permite a
ocorréncia da reacao intramolecular
entre os grupos amina primaria
(nucledfilo) e anel beta-lactamico
(eletrofilo), favorecendo a ruptura do
anel heterociclico de quatro membros,
para o surgimento de um novo
sistema heterociclico do tipo
piperazinona.

Além disso, a presenca da amida
secundaria na molécula da cefalexina,
também representa um potencial
sitio de reatividade em condicdes
hidroliticas acidas e basicas, pois
como trata-se se um sitio eletrofilico
decorrente da eletrofilicidade do Csp?
da ligacao C=0, os ambientes cataliti-
cos podem auxiliar a reacao de
hidrolise deste grupo.

Jardel A. Moreira e Diana L. L. B.
Costa
Hypera Pharma

O relatdrio do software contendo a
avaliacao da reatividade dos grupos
funcionais presentes na molécula e
suas possiveis vias de degradacao,
possibilita direcionar os estudos de
degradacao de maneira mais assertiva,
principalmente com relagao a
condi¢cdes oxidativas onde se pode ter
produtos de degradac¢ao gerados, por
exemplo, por ataque nucleofilico e/ou
autoxidacao.

Uma exemplificagcao disso € que o
estudo de estresse usando peroxido é
um bom modelo para predicao de
produtos de degradacao gerados por
atagque nucleofilico, porém nao é um
bom modelo para prever reacdes por
autoxidacao. Enquanto um estudo

de estresse utilizando um iniciador
radicalar € mais adequado para prever
perfil de degradacao mais realistico
gerado por autoxidacao. Atraves do
software é possivel realizar essa
distingcao e, além disso, possibilita a
obtencao de um perfil de impurezas
predito mais completo, o qual
contemple de forma abrangente
todas as eventuais vias de degradacao.

Adicionalmente, a predic¢ao tedrica da
reatividade dos grupos funcionais
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presentes no IFA pode orientar
também no desenvolvimento da
formulacao do farmaco, de forma a
evitar o uso de excipientes que
tenham caracteristicas quimicas ou
contaminantes que possam causar a
formacao de produtos de degradacgao
indesejaveis. Neste contexto, o estudo
tedrico disponibilizado pelo software
pode mitigar a necessidade de estu-
dos de qualificagao de impurezas no
produto final, minimizando eventuais
intercorréncias e trazendo um ganho
de tempo para a empresa.

Um conhecimento prévio das proprie-
dades fisicas e quimicas dos possiveis
produtos de degradacao de uma
formulacao € de grande valia para
tracar estratégias assertivas acerca

do desenvolvimento analitico, tanto
relacionados a desafios cromatografi-
COS, COMO NO preparo de amostras.
Informacdes estruturais dos produtos
de degradacao mais provaveis, bem
como suas propriedades, tais como
pKa e logP, auxiliam na escolha da fase
estacionaria e da fase moével adequa-
das para otimizar o tempo de analise
nas diferentes condi¢cdes de estresse.

Deste modo o tempo gasto com
desenvolvimento analitico pode ser
consideravelmente reduzido, pois o
escopo da susceptibilidade das degra-
dagdes foi avaliado previamente.

Conclusao

A ferramenta in silico Degradation Plot
€ uma poderosa aliada para reduzir
custos, otimizar o tempo nos estudos
de degradacao de farmacos e direcio-
nar as investigacdes trazendo uma
compreensao mais ampla do espaco
guimico reacional, incompatibilidades,
vias de degradacgao do farmaco e
estruturas dos PDs que podem ser
teoricamente possiveis, tendo como
resultado maior interpretabilidade,
constituida na Avaliacao Tedrica Prévia
e analise critica do perfil de degra-
dacao geralmente exigida pelo 6érgao
regulador.

Através do estudo de caso envolvendo
a cefalexina e usando o Médulo A

- Produtos de degradacao, € possivel
inferir que o DegradationPlot fornece
informacdes tedricas indispensaveis do
ponto de vista regulatoério, identifi-
cando grupos funcionais suscetiveis a
degradacgao, vias de formacgao dos
produtos de degradacao e suas proba-
bilidades, além de auxiliar no deline-
amento dos ensaios experimentais ou
interpretacao de eventuais achados
obtidos na parte pratica dos estudos
de degradacao forcada.

Todas essas vantagens permitem
evitar desperdicios, reduzir o tempo

necessario para a realizagcao da
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Avaliacao Tedrica Prévia e Estudos de
Degradacao Forgcada, além de auxiliar
na identificacao de moléculas para
posterior avaliagcao toxicologica,
evitando exigéncias relacionadas a
falta de analise critica ou de
informacdes tedricas que suportem
os dados da parte pratica submetidos
a0s O0rgaos reguladores.

Embora nem todos os produtos de
degradacgao tedricos sejam formados
no mundo real na forma de PDs
potenciais (em condicdes de stress)

ou reais (em condicdes de estabilidade
longa duracao), dependendo da
formulacao especifica, da ativagao ou
inativacao de vias de degradacao,
contribuicao de excipientes no
produto especifico (ex: antioxidantes,
estabilizantes, absorventes, etc.), a
abordagem de Avaliacao Tedrica Prévia
e analise critica do perfil de degra-
dacgao fornecem uma base sdlida para
gue a parte pratica seja conduzida
com sucesso. O software permite
ainda modular as condi¢cdes de stress,
de maneira a gerar PDs mais provaveis,
aqgueles ja foram relatados na litera-
tura, e filtrando os demais PDs de
menor probabilidade de formacao.

E importante salientar que hem
sempre ha dados publicados sobre a
degradacao de farmacos, e isso nao
significa que aquele farmaco nao é

suscetivel aos endpoints de degra-
dacao e que nao formara produtos de
degradacao em condicdes de stress ou
estabilidade de longa duragao. O
analista/pesquisador experiente ja
deve ter ouvido o famoso axioma de
gue “auséncia de evidéncia nao é
evidéncia de auséncia”. Assim, os
softwares ou o conhecimento em
guimica organica sao essenciais para ir
além dos gaps de literatura. De forma
mais assertiva e eficiente, essa
abordagem ¢ essencial para garantir
conformidade regulatéria no que diz
respeito a Avaliacao Teodrica Prévia e a
Analise Critica do perfil de degradacao
exigida no contexto das revisdes da
RDC 53/2015 e do Guia 04/2015.
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