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“Existem conhecimentos conhecidos; existem coisas que sabemos que
conhecemos. No6s também sabemos que existem conhecimentos desconhecidos, ou
seja, sabemos que ha algumas coisas que ndés nao conhecemos. Mas também ha
desconhecimentos desconhecidos - aqueles que ndo conhecemos e ndao sabemos.
A auséncia da evidéncia ndo é evidéncia da auséncia” (Donald Rumsfeld).



RESUMO

Produtos de degradacgao: regulamentagao sanitaria e proposta de monografia para
qualificacao/ Samia Rocha de Oliveira Melo, Brasilia, 2012, 114 p.

Os produtos de degradacdao sao impurezas resultantes da degradacdao do ativo
farmacéutico ou excipientes de uma formulacdo e podem surgir durante o
armazenamento do medicamento, diante de situacées de estresse, resultantes dos
efeitos da luz, temperatura, pH, umidade e transporte. Podem, também, ser
originados das caracteristicas inerentes ao farmaco, da reagdo com os excipientes
ou devido ao contato com a embalagem primaria. Esses produtos de degradacéo
podem provocar a ineficacia terapéutica e até mesmo eventos adversos a depender
de seu perfil toxicologico. Diante da presenca de produtos de degradacdo em
quantidade significativa no farmaco ou medicamento é necessario realizar a sua
qualificacdo. Prevenir ou minimizar a formacdo de produtos de degradacéo
significativos em farmacos ou formas farmacéuticas pode ser uma estratégia mais
econbmica que qualificar os produtos formados. A qualificacdo de um produto de
degradacao pode ser realizada por meio de dados de literatura cientifica ou por meio
de dados experimentais (estudos toxicologicos) que confirmem os niveis seguros
das mesmas. No entanto, a qualificacdo de um produto de degradacdo normalmente
€ onerosa, pois envolve na maioria das vezes a necessidade da caracterizacao,
sintese da impureza de degradacdo e conducdo de ensaios toxicologicos. Neste
sentido, os esforgos devem ser concentrados em minimizar e até mesmo eliminar as
impurezas de degradacao ou buscar a qualificacdo mediante dados literarios. Este
trabalho buscou a qualificacdo da impureza “furfural” originaria da degradacdo do
ativo farmacéutico acido ascorbico, por meio da construcdo de um modelo de
monografia de qualificacdo de produtos de degradacéo, validado com a pesquisa de
dados literarios dessa impureza.

Palavras-chave: produtos de degradacao, qualificagdo, acido ascérbico, furfural,
regulamentagao.



ABSTRACT

Degradation products: Health regulation and model of monograph to qualification/
Samia Rocha de Oliveira Melo, Brasilia, 2012, 114 p.

Degradation products are impurities resulting from the degradation of active
pharmaceutical ingredients or excipients of a formulation and can occur during the
storage of the drug, in situations of stress, as a result from the effects of light,
temperature, pH, moisture and transportation. They can also be derived from
inherent characteristics of the drug, the reaction with excipients, or due to contact
with the primary packaging. These degradation products can cause treatment
inefficiency and, depending on its toxicological profile, adverse events. Given the
presence of degradation products in significant amount is necessary to perform a
qualification to the drug or medicine. To prevent or minimize the formation of
significant degradation products in drugs and pharmaceutical formulas might be a
more economical way to classify the products formed. The classification of a
degradation product can be performed using data from scientific literature or through
experimental data (toxicological studies) that confirms its safety levels. However, the
qualification of a degradation product is, normally, too expensive, once it implicates
the need for the characterization and synthesis of degradation impurities and running
toxicity tests. In this way, efforts should be concentrated to minimize and even
eliminate impurities, degradation or seek qualification through literary data. The aim
of the present study is to qualify the "furfural" impurity originated from the degradation
of the active pharmaceutical ascorbic acid, by building a guidebook of qualification of
degradation products, validated with data search through the literature.

Keywords: degradation products, qualification, ascorbic acid, furfural, monograph

model.
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1 INTRODUGAO

A seguranca e a eficacia dos medicamentos sédo requisitos essenciais para o
sucesso de um tratamento. A seguranca é determinada pelo seu perfil farmacolédgico
bem como pelos efeitos adversos causados pelas impurezas existentes nos lotes do
farmaco e nas formas farmacéuticas. As impurezas presentes no farmaco e
medicamento geralmente possuem efeitos farmacolégicos ou toxicoldgicos
indesejados que devem ser considerados em relagdo aos beneficios obtidos com a
administracdo da medicagcdo. O monitoramento e controle das impurezas sao
importantes para a garantia da qualidade e seguranca de um medicamento (1).

O conceito de impureza a define como algo de qualidade ou estado impuro,
substancia que adultera ou contamina, ou como coisa impura ou contaminada. A
impureza também pode ser definida como uma substancia de interesse misturada ou
impregnada em outra substancia estranha ou de qualidade inferior. Estas defini¢cdes
em conjunto, geram uma definicdo mais concisa de impureza, que seria qualquer
material que afete a pureza de um material de interesse, como por exemplo, a do
ativo farmacéutico (2). As impurezas podem ser de origem inorganica ou organica.
As impurezas inorganicas podem ser os catalisadores, metais pesados, residuos e
outros materiais empregados na sintese do ativo. Ja as impurezas de origem
organica podem ser intermediarios, subprodutos, substancias relacionadas e
produtos de degradacao (3).

Os produtos de degradacdo sao impurezas organicas originarias da
decomposicdo do material de interesse ou do ativo farmacéutico e também incluem
os produtos resultantes da degradacdo de outros compostos que possam estar
presentes, como o0s excipientes de uma formulacao (2). Essa dissertacao ira tratar
dos produtos de degradacgao oriundos da decomposicao do ativo farmacéutico.

A decomposicao do ativo normalmente ocorre devido a sua interagdo com 0s
excipientes da formulacdo, material de embalagem, devido ao envelhecimento, ou
das condicbes de armazenamento e transporte que podem provocar estresse do
ativo farmacéutico e iniciar sua degradacao (4). O produto de degradacao formado
pode provocar ineficacia terapéutica e até mesmo eventos adversos nos pacientes a
depender de sua atividade toxicoldgica.
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Muitas empresas empregam estudos de estresse com a finalidade de prever
os possiveis produtos de degradacdo que podem surgir em um medicamento, bem
como 0s provaveis mecanismos envolvidos. Esses estudos apresentam utilidade
durante o desenvolvimento da formulacdo, pois auxiliam na selecdo adequada do
material de embalagem primaria e excipientes mais compativeis com o farmaco para
o desenvolvido da forma farmacéutica pretendida. Os estudos auxiliam, também, no
desenvolvimento do método analitico indicador de estabilidade a ser empregado (5).

Diante da presenca de produtos de degradacdo em quantidade significativa
no farmaco e medicamento é necessario realizar a sua qualificagdo. Prevenir ou
minimizar a formacdo de produtos de degradacdo significativos pode ser uma
estratégia mais econémica que qualificar os produtos formados (6). Um produto de
degradacao pode ser qualificado por meio de dados literarios que demonstrem sua
inocuidade ou atividade toxicolégica ou mediante a conducdo de ensaios
toxicolégicos. No entanto, a qualificacdo ird envolver na maioria das vezes a
necessidade da sintese e caracterizacdo dos produtos de degradacdo bem como a
conducgao de ensaios toxicolégicos e de genotoxicidade.

Nesse sentido, a proposta desse trabalho € de apresentar alguns guias
adotados pelas agéncias regulatérias do mundo sobre o assunto “produtos de
degradacao”, bem como propor um modelo de monografia para um produto de
degradacao, a fim de qualifica-lo mediante dados literarios. Para validar esse
modelo, foi escolhido o ativo farmacéutico acido ascoérbico, e seu produto de
degradacao furfural, para qual se buscou em literatura informacdes toxicolégicas
relevantes a fim de subsidiar sua qualificacao.
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2 JUSTIFICATIVA

A necessidade de conhecimento sobre o produto farmacéutico objeto de
registro, produtos de degradacao formados e as respectivas rotas de degradacéo, e
a relevancia toxicologica dos produtos de degradacdos justifica a elaboragdo de
monografias sobreo assunto “produtos de degradacdo”. A elaboracdo dessas
monografias constitui relevancia sanitaria, por orientar a avaliacdo das impurezas de
degradacao que surgem ao longo do periodo de estabilidade dos ativos e formas
farmacéuticas.

Conhecer tais produtos é importante, pois permite definir estratégias para
prevenir, eliminar ou reduzir a sua formacao, garantindo a qualidade e segurancga do
produto farmacéutico.

Atualmente as principais monografias de ativos e formas farmacéuticas
existentes nos compéndios oficiais adotados pelas diferentes autoridades sanitarias
no mundo ndo contemplam um modelo que possa ser aplicavel para produtos de
degradacdo. Contudo, uma monografia para produtos de degradacdo pode
representar uma ferramenta (til na etapa de avaliacdo da seguranca de um
medicamento.

Tal monografia deve contemplar, de forma mais completa possivel,
informacdes sobre as caracteristicas fisico-quimicas, sintese, origem, bem como
dados sobre a toxicidade do produto de degradacéo originado de um determinado
ativo farmacéutico. Dessa forma, a monografia torna-se utili como auxilio na

qualificagdo do produto de degradacgao.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Elaborar uma proposta de modelo de monografia para qualificacdo de produtos de

degradacao.

3.2 ESPECIFICOS

e Comparar a legislacao Brasileira vigente que trata sobre o tema produtos de
degradacao, com a legislacao equivalente internacional;

e Levantar as formas farmacéuticas, classes terapéuticas contendo o ativo
acido ascorbico, que em algum momento apresentaram registro na ANVISA;

e Elaborar monografia para o produto de degradacao “furfural” originado do

insumo farmacéutico acido ascorbico (vitamina C).
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 PRODUTOS DE DEGRADACAO E PERFIL DE IMPUREZAS

Os produtos de degradacdo sao impurezas resultantes de alteracoes
quimicas que surgem durante o armazenamento do medicamento, devido aos
efeitos da luz, temperatura, pH, umidade e das caracteristicas inerentes ao farmaco,
da reacdo com os excipientes ou devido ao contato com a embalagem primaria (7).
Sao impurezas de origem orgéanica, resultantes do processo de sintese, estocagem,
fabricacdo da forma farmacéutica; ou ainda, subprodutos originados do
envelhecimento do farmaco (3).

A presencga de tragos de impurezas em medicamentos ou nos farmacos €
inevitavel. No entanto, esses niveis devem ser monitorados, pois impurezas podem,
em alguns casos, reduzir a eficacia dos ativos farmacéuticos, bem como aumentar a
possibilidade da ocorréncia de efeitos adversos interferindo na seguranca do ativo
de interesse. Em alguns casos, impurezas podem ser teratogénicas, mutagénicas ou
carcinogénicas, colocando em risco a saude humana. Sendo assim, é necesséria a
determinacao do perfil das impurezas presentes no ativo farmacéutico (3).

O perfil de impurezas é a descricdo de impurezas presentes em um novo
farmaco. Esse perfil pode ser estabelecido a partir das atividades analiticas
envolvidas na deteccao, identificacdo, elucidacdo das estruturas e determinacéo
quantitativa das impurezas organicas e inorganicas em lotes de farmaco e
formulacdes farmacéuticas. A definicao desse perfil € de extrema importancia em
todas as fases da pesquisa e fabricagdo do farmaco (7-8)

Sob o ponto de vista da metodologia analitica, a distingdo entre o perfil de
degradacao e o perfil de impureza ndo é significativa; contudo, as estratégias
empregadas no desenvolvimento de métodos para definir e estudar o perfil
degradacao sdo muito diferentes das estratégias analogas utilizadas para o estudo
das impurezas relacionadas ao processo produtivo (9).

O perfil de impurezas é de extrema importancia em todas as fases da
pesquisa e fabricacdo do farmaco. O responsavel pela fabricacdo do farmaco deve
conhecer o perfil das impurezas do lote do ativo utilizado no desenvolvimento das
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formulacbes a fim de diferenciar as impurezas de sintese dos produtos de
degradacao para que assim possa desenvolver um método analitico indicador de
estabilidade (8).

4.2 ESTABILIDADE E METODOS INDICADORES DE ESTABILIDADE

Uma determinada especialidade farmacéutica e/ou matéria-prima deve
manter, durante o periodo de estocagem e uso, as mesmas condi¢coes e padréao de
qualidade que apresentavam no momento de sua fabricagdo (10). Assim,
estabilidade pode ser definida como o periodo no qual a especialidade farmacéutica
e/ou a matéria prima mantém suas caracteristicas dentro dos limites especificados.

O estudo de estabilidade € um procedimento de rotina realizado no ativo e na
forma farmacéutica e pode ser acelerado, de longa duracéo e de acompanhamento.
O estudo de estabilidade acelerado (em temperaturas e/ou umidade elevada) é
projetado para acelerar a degradag¢do quimica e/ou mudancgas fisicas no produto, a
fim de simular condi¢des drasticas de armazenamento. O estudo de estabilidade de
longa duracao é projetado em condicdes de temperatura e umidade menos elevadas
que os estudos de estabilidade acelerada, sendo utilizados para estabelecer ou
confirmar o prazo de validade e recomendar as condigbes de armazenamento do
produto (10-11). Por sua vez, os estudos de estabilidade de acompanhamento séao
realizados a fim de garantir se o medicamento mantém o padrdo de qualidade
verificado nos estudos de estabilidade de longa duracéo (10).

Para acompanhar os resultados provenientes dos estudos de estabilidade em
medicamentos € necessaria a utilizacdo de um método indicador de estabilidade. O
método indicador de estabilidade pode ser de natureza especifica ou seletiva. O
método especifico é aquele que produz resposta para um unico analito (12-14). O
método seletivo é aquele capaz de mensurar o0 analito particular sem a interferéncia
dos outros componentes da matriz, ou seja, produz resposta para varios analitos,
mas pode distinguir a resposta do analito de interesse da de outros componentes
presentes (12).

Para desenvolver um método indicador de estabilidade é necessario realizar
um estudo critico da estrutura quimica objeto de avaliacdo; das possiveis rotas de
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degradacao; coletar informacdes sobre as propriedades fisico-quimicas do ativo
como o pKa, a solubilidade, e outros, a fim de selecionar técnicas de separacao e
detectores adequados. Se faz necessario, ainda, obter os produtos de degradacéo;
realizar estudos preliminares de separacdo nas amostras estressadas com a
metodologia de analise determinada; desenvolver o método indicador de
estabilidade; identificar e caracterizar os produtos de degradacédo, definir padrdes

desses produtos; e validar o método indicador de estabilidade (12).

4.3 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE DEGRADACAO E ESTUDOS DE
ESTRESSE

O conhecimento das estruturas quimicas constituintes dos compostos objeto
de avaliacao é importante na determinacéao das possiveis rotas de degradacéo. Para
obtencdo de informacdes relacionadas aos produtos de degradacdo podem ser
utilizados softwares que auxiliam na previsdo de reacdes organicas que ocorrem
com o medicamento na presenca de determinados reagentes, materiais de partida e
das condicbes especificas de degradacgéao.

O CAMEOQO (Computer-Assisted Mechanistic Evaluation of Organic Reactions)
€ um programa capaz de cobrir uma série de condicbes de degradacio
(basicas\nucleofilicas,  acidas\oxidativas,  6xido\reducdo, fotoquimicas) e
mecanismos que delineam essas reagdes (15). Outra ferramenta consiste no “Drug
degradation database”, Pharma D3, base de dados de degradacdao que contempla
mais de 300 ativos farmacéuticos e rotas de degradacgdo, ferramenta Util nessa
avaliacao (16).

Uma forma de preparar a amostra objeto de estudo quanto a degradacao é
prever todos os compostos que se espera estar presente antes de sua formulagéao.
Em alguns casos o produto de degradacdo pode ocorrer na ordem inversa da
sintese do ativo e a escolha de um ou mais precursores do ativo farmacéutico pode
ser Util para a inclusdo na mistura dos compostos a serem testados. Outras fontes
de produtos de degradacao sao os lotes que foram reprovados em sua sintese, bem
como a solucdo mae formada nas etapas de purificagdo. Além dessas fontes é
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possivel obter amostras de produtos de degradacdo a partir de ensaios de
estresse(17).

Os estudos de estresse sdo testes realizados sobre o ativo ou forma
farmacéutica em condigdes extremas com o intuito de avaliar seu comportamento
quimico e prever as possiveis vias de degradacao (10). Esses estudos fazem parte
do desenvolvimento estratégico e permitem demonstrar a robustez das técnicas
analiticas em avaliar a estabilidade do ativo e da forma farmacéutica; determinar as
transformacdes estruturais desses compostos; detectar potenciais produtos de
degradacao; facilitar o aprimoramento de formulagdes e processos em paralelo aos
estudos de estabilidade acelerada conduzidos; determinar as condigbes acidentais
de exposicao que podem ser deletérias para os produtos; bem como ajudar no
estabelecimento de parametros especificos indicadores de estabilidade (18).

Nem sempre todos os produtos de degradagcdo formados nos ensaios de
estresse sdo verificados nos estudos de estabilidade conduzidos com o ativo
farmacéutico. Muitas vezes, o estudo de estresse gera uma série de produtos de
degradacaos, sendo dificil adotar um método indicativo de estabilidade seletivo (19).

4.3.1 Algumas condicoes que geram a degradacdao de ativos e formas

farmaceéuticas

A dimensao do teste de estresse utilizado para o farmaco e para a forma
farmacéutica ira depender das suas caracteristicas intrinsecas. Para o
medicamento, o planejamento devera ser baseado nas propriedades do farmaco e
dos excipientes utilizados na formulacao. O estudo de estresse inclui os efeitos
causados pela variacdo da temperatura (alguns compostos degradam diante de
temperaturas muito elevadas), radiacao visivel e ultravioleta; umidade (importante no
caso de compostos higroscopicos); interacdo entre o ativo farmacéutico e
excipientes da formulacao; hidrélise; oxidacao, fotdlise; reacbes com o material de
embalagem (3)

Nao existe um padrdao determinado para a realizagdo dos estudos de
degradacao (10), a extensdao da degradacao obtida ndo é um parametro fixo e o
ideal é que seja obtida degradacao de extensao superior a 10%; que permita avaliar
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a formacéao dos produtos de degradacao (20). Seguem algumas das condi¢cées que
geram a degradacao de medicamentos e farmacos e que podem ser aplicadas nos

estudos de estresse :

a) Hidrolise

As reacdes de hidrélise ocorrem na presenca da agua e sua intensidade ira
depender da concentragcdo de espécies cataliticas (geralmente acidos ou bases)
(21). As reacdes de hidrélise sao afetadas pelo pH, sais tamponantes, forga i6nica,
solventes e outros aditivos, tais como agentes complexantes, surfactantes e até

mesmo excipientes (22).

b) Oxidacao

A oxidacgao envolve a remocao de um atomo eletropositivo, radical ou elétron,
ou a adicao de um atomo eletronegativo ou radical (10). Essas reagdes envolvem a
formacao de radicais seguidas por uma fase de propagacao e de finalizagdo (22). As

reacOes mais comuns sdo as de autoxidagao (3).

c) Fotdlise

A degradacéao fotolitica é aquela que resulta da exposicdo a luz ultravioleta
(UV) ou visivel e é iniciada apds absorcao da radiacao eletromagnética. A absorcéao
pode ocorrer em ondas curtas ou longas na faixa do UV e o periodo de exposicao
pode ser de horas a meses (19, 22). Normalmente ocorre a clivagem fotolitica e foto
oxidagdo que envolvem a geragdo de um radical livre intermediario que degrada o
produto (3, 21).

d) Degradacao Térmica

As reacoes de degradacao termolitica sdo aquelas que geralmente ocorrem
devido a exposicao ao calor ou a temperaturas elevadas (3). Sendo assim, qualquer
mecanismo de degradacado que é desencadeado por temperaturas elevadas pode
ser considerado relacionado a via de degradacao termolitica. Algumas reacdes de
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hidrélise/desidratacao, isomerizacdo/epimerizacao, decarboxilacdo, polimerizacéo e
rearranjos encontram-se associadas a essa via de degradacéo (22).

4.4 TECNICAS DE IDENTIFICACAO E CARACTERIZAGAO DE PRODUTOS DE
DEGRADAGAO

Diversas técnicas analiticas podem ser empregadas na identificacdo de um
produto de degradacao por meio da utilizacdo de um mecanismo ortogonal. O
mecanismo ortogonal envolve a aplicacdo de varias técnicas associadas que
apresentam diferentes mecanismos de separacao e seletividade a fim de garantir a
fiel deteccao do produto de degradacédo, minimizando, dessa forma, a possibilidade
de resultados falsos (23).

Diante da necessidade de identificacdo do produto de degradagdo é
necessario avaliar se esse representa alguma substancia quimica conhecida e se ha
padroes dessa substancia disponiveis. Uma vez constatada a inexisténcia de
padrées quimicos dessa impureza € necessaria a obtencdo de amostras suficiente
desse produtos de degradacdo para efetuar os testes de isolamento e
caracterizagcdo. Amostras de produtos de degradacao podem ser obtidas a partir da
submissao do ativo farmacéutico aos testes de estresse (6).

Diversos métodos que envolvem o emprego de técnicas cromatograficas e
ndo cromatograficas podem ser utilizados no isolamento das impurezas de
degradacao. Entre os principais métodos utilizados podem ser citados método de
extracdo em fase sélida, métodos de extracao liquido-liquido, método de extracao
acelerada por solventes, método de extracdo com fluido super-critico, coluna
cromatografica aberta (CC), cromatografia flash, cromatografia em camada delgada
(CCD), cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
cromatografia em fluido supercritico, eletroforese capilar (EC), ressonéancia
paramagnética eletrbnica (RPE), espectroscopia ultravioleta (UV), analise
gravimétrica, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
espectroscopia no Infravermelho, espectroscopia de fluorescéncia. Apds o
isolamento dos produtos de degradacdo podem ser utilizadas técnicas de
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caracterizagdo que incluem a espectrometria de massa, espectrometria de
ressonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria RAMAN entre outras (24).

Para avaliar impurezas em medicamentos € necessario possuir um
procedimento analitico que seja capaz de separa-las umas das outras bem como
quantifica-las. A melhor forma de caracterizar o lote de um farmaco é determinar sua
pureza. As técnicas mais empregadas para avaliacdo da pureza dos medicamentos
entre os anos de 1995-2001 foram o CLAE (53%), CG-EM (2%), cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada ao espectrémetro de massas (CLAE-EM) (8%),
cromatografia micelar eletrocinética capilar (CMEC) (3%), CG (7%), cromatografia
em camada delgada de elevada performance (CCDAE) (9%), EC (18%) (1).

4.5 QUALIFICACAO DE IMPUREZAS DE DEGRADAGCAO

A qualificacado de um produto de degradacdo € um procedimento que visa
estabelecer a seguranca da impureza avaliada em um ativo ou forma farmacéutica.
Um produto de degradacédo é considerado qualificado quando se encontra presente
no medicamento comercializado (sendo ele oriundo da forma farmacéutica ou nao)
em concentracbes comparaveis aquelas que foram avaliadas em estudos clinicos
que garantiram a seguranca desse medicamento; em situagdes em que a
quantidade encontrada é justificada por literatura cientifica; ou quando os niveis e
critérios de aceitacao propostos para impurezas foram adequadamente avaliados
em ensaios toxicolégicos (7, 25)

Os ensaios toxicolégicos geralmente sdo constituidos por uma bateria de
testes que incluem o ensaio para mutacao génica (ensaio de AMES), ensaio in vitro
para avaliar danos cromossomais (analise de metafase) ou ensaio do linfoma de
timidina quinase (TK) de camundongo, ensaios in vivo em eritrcitos de mamiferos e
ensaios toxicolégicos de doses repetidas de 14 a 90 dias (geralmente estudos de 28
dias com ratos) (26). Esses ensaios sdo Uuteis na avaliacdo da existéncia de
impurezas de degradacdo que apresentam toxicidade significativa e/ou
mutagenicidade, carcinogenicidade, genotoxicidade.
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4.5.1 Impurezas genotoxicas, carcinogénicas e mutagénicas

Impurezas genotdxicas (agente genotdxico) sdo substdncias quimicas
capazes de causar danos diretos ou indiretos ao acido desoxirribonucleico (DNA), ou
cromossomos provocando alteracées na expressao genética (26). Normalmente as
toxinas que causam danos ao DNA contém grupos eletrofilicos (tais como os
agentes alquilantes, epo6xidos, didis e etc) e podem ser encontradas em impurezas
com perfil genotdxico (27). Esses compostos podem formar ligagdes covalentes com
o DNA resultando na formacao de adutos de DNA, estruturas que provocam danos
ao material genético (28).

A genotoxicidade envolve danos fisicos ou quimicos sobre o material genético
das células e pode implicar em mutagénese e em carcinogénese. Os agentes
genotdxicos podem gerar uma dose resposta linear, ou seja, os danos provocados
no DNA podem ser menores na presenca de baixas concentracées de agentes
genotoxicos e maiores na presenca de concentragcdes mais elevadas (27).

Os termos genotoxico e mutagénese sao freqlentemente utilizados como
sindnimos; no entanto, existe uma leve distingdo entre eles: enquanto “genotéxico”
refere-se a qualquer dano mensuravel ao DNA (diretos e indiretos), o termo
“‘mutagénico” se refere a mudancas hereditarias na sequéncia do DNA ou
informacdes contidas em células somaticas e germinativas. Essas mudancas
hereditarias sdo importantes no processo de carcinogénese (26).

Quanto aos carcinogénicos, podem ser classificados como: aqueles que
causam danos diretos ao DNA por meio de seus metabdlitos (carcinogénicos
genotdxicos); aqueles que causam danos indiretos aumentando a susceptibilidade
as mudancgas genéticas, como por exemplo, estimulando a proliferacao celular ou
mediando processos inflamatoérios (carcinogénicos ndo genotéxicos). Uma vez
danificado o DNA, ha trés processos que podem ocorrer na célula: a morte celular
pelo erro em si ou pela ativagdo da apoptose; o reconhecimento e reparo do dano;
ou, mais raramente, a transmiss@o do dano para as células descendentes por falhas

nos outros mecanismos(28).



4.5.2 Classificacdao de compostos carcinogénicos

Os compostos podem ser

classificados em 5 categorias quanto
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a

carcinogenicidade segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC)

(quadro 1). Uma classificacdo é adotada pelo Pharmaceutical Research and

Manufacturing of America (PhRMA) para as impurezas presentes em produtos

farmacéuticos. O PhRMA estabelece 5 categorias para classificacdo de impurezas

(Quadro 2) (17, 29-30).

Quadro 1 - Classificagéo carcinogénica de compostos quimicos segundo a IARC.

CLASSIFICAGCAO IARC

GRUPO 1

Evidéncias suficientes de carcinogencidade em

Reconhecidamente cancerigenos em | humanos e animais
humanos

GRUPO 2 A Limitada evidéncia de carcinogenicidade em humanos
Provavelmente cancerigenos em | e evidéncias suficientes de carcinogenicidade em
humanos animais

GRUPO 2B Esta categoria é usada mais comumente quando a
Possivelmente cancerigeno para | evidéncia de carcinogenicidade € limitada em
humanos humanos e em experimentos com animais

GRUPO 3 Esta categoria é usada mais comumente quando a

Condigdes ndo classificaveis quanto a
carcinogenicidade em humanos

evidéncia de carcinogenicidade é inadequada em
humanos e inadequada ou limitada em experimentos
com animais

GRUPO 4

O agente, mistura ou circunstédncia de exposi¢édo
provavelmente ndo é carcinogénico para humanos

Fonte: IARC, 2011 (31)
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Quadro 2- Classificagdo de impureza segundo o PhRMA.

CLASSIFICACAO PhRMA

Classe 1 Impurezas conhecidas pelo seu potencial genotéxico
(mutagénico) e carcinogénico

Classe 2 Impurezas conhecidas por sua genotoxicidade
(mutagenicidade), mas com potencial carcinogénico
desconhecido

Classe 3 Impurezas genotdxicas com estrutura quimica alerta
nao relacionada a estrutura quimica do principio ativo,
Ou seja, impurezas que possuem ao menos uma
estrutura de alerta para mutagenicidade e
carcinogenicidade, mas evidéncias experimentais
insuficientes para dar suporte a este alerta

Classe 4 Impurezas com estrutura quimica alerta relacionada
ao principio ativo. Uma vez qualificado o principio
ativo, as impureza também estardo qualificadas pelo
mesmo teste realizado para principio ativo

Classe 5 Impurezas que ndo apresentam estruturas quimicas
alertas ou que apresentem evidéncia suficiente para
excluséo da genotoxicidade

Fonte: Dolan et al., 2005; Dobo et al., 2006, Mdller et al,.2006 (17, 29-30)

4.5.3 Ensaios toxicoldgicos utilizados na qualificacao de produtos de

degradacao

Os principais ensaios de toxicidade sao planejados para avaliar os efeitos
toxicos que uma substancia quimica produz e fornecer dados que possam ser
utilizados para avaliacdo do risco do uso dessas substancias pelo homem,
estabelecendo limites de seguranga na exposicao a esses agentes quimicos (32).

Os estudos toxicol6gicos que podem ser utilizados na qualificagcdo de
impureza de degradagdo sdo os de toxicidade aguda; toxicidade sub-aguda,
toxicidade sub-crénica; toxicidade crénica, mutagénese e carcinogénese,
reproducdo e teratogénese, e testes de tolerancia local. Além desses, existem
também os ensaios de ecotoxicidade que mensuram o risco do composto para o

ecossistema e saude ambiental e humana (33).
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4.5.3.1 Ensaios de ecotoxicidade

Esses ensaios possibilitam o estabelecimento de limites permissiveis de
varias substancias quimicas para se proteger a vida aquatica e a realizacao da
avaliacao do impacto momentaneo sobre a biota dos corpos hidricos por meio da
avaliacao da concentracao efetiva capaz de provocar efeitos biolégicos em 50% do
grupo dos animais testados (CEsp). Os organismos utilizados nesses ensaios
toxicologicos e para os processos de classificagdo de risco ambiental sdo escolhidos
entre aqueles de importancia significativa na cadeia tréfica aquatica (33)

4.5.3.2 Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda é definido pelos efeitos adversos que ocorrem
apds a administracdo oral ou dérmica de uma Unica dose de uma substancia, ou
doses multiplas, no prazo de 24 horas, ou uma exposi¢ao por inalacao de 4 horas.
Sua avaliagdo tem sido tradicionalmente baseada na dose letal média (DLsp), uma
estimativa de dose de uma substancia capaz de matar 50% dos animais testados. A
espécie preferida para o teste oral e de inalagao é o rato, e para fins dérmicos, o rato
ou coelho (34).

Administracdo oral é o meio mais comumente empregado nos testes de
toxicidade aguda sistémica. Esses testes sdo conduzidos, no minimo, em duas
espécies de mamiferos, incluindo uma espécie nao roedora e deve contemplar
grupos iguais de machos e fémeas. O periodo de observacédo dos efeitos apo6s a
administracdo da dosagem é de normalmente 14 dias (35).

Os principais objetivos desse estudo sdo de avaliar a toxicidade intrinseca do
agente quimico, avaliar a suscetibilidade das espécies, indentificar 6rgaos alvo e
obter informacdes para o delineamento e selecdo dos niveis de dosagem para
estudos mais prolongados (toxicidade crénica) (32).
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4.5.3.3 Toxicidade sub-aguda

Esse teste é aplicado com o objetivo de se obter informagdes sobre a
substancia quimica avaliada apds exposi¢des repetidas, durante um periodo curto
da vida da espécie utilizada como teste. Esse ensaio pode fornecer informacdes
sobre efeitos toxicos apds exposicdo repetida por intervalo limitado, 6rgaos
suscetiveis a esses efeitos, mortalidade, efeitos reversiveis ou irreversiveis,
estimativa da concentragdo administrada na qual € observada a auséncia de efeitos
e serve de subsidio para a condugdo dos estudos de toxicidade -crénica.
Normalmente esses ensaios sao realizados com diferentes concentracdes da

substancia administrada e em um periodo de 14, 28 e 90 dias (36-37).

4.5.3.4 Toxicidade sub-crénica (curta duragao)

Esse teste € aplicado a fim de serem obtidas informagdes sobre o efeito da
substancia quimica apos exposicoes repetidas. O tempo de exposi¢ao deste estudo
€ de 1 a 3 meses. Para esse estudo sao usadas 3 doses experimentais (minima,
intermediaria e maxima), sendo que a dose maxima nao deve produzir um indice de
letalidade acima de 10% (para que nao inviabilize as avaliagcdes histopatdgicas e
bioquimicas) (32). Esses ensaios tém por objetivos definir a toxicidade qualitativa
(6rgaos alvos e natureza dos efeitos) e quantitativa (dose na qual sao observados os
efeitos do agente quimico e na qual nenhum efeito é observado); fornecer margens
terapéuticas e precaucdes necessarias para a conducdo de estudos clinicos
posteriores; e levantar dados sobre dosagens que serdo aplicados nos estudos de
toxicidade crénica (32, 38).
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4.5.3.5 Toxicidade cronica (longo prazo)

Este estudo envolve periodo de exposicao mais longo (2 anos ou mais) e
ocupa boa parte da vida do animal (39). Nao tem por objetivo a determinacdo da
letalidade e utiliza 3 niveis de dose que sao administradas pela via de uso prescrita.
Segue o protocolo dos testes subcronicos; no entanto, visa verificar os efeitos
toxicos que nao sao resultados dos estudos de toxicidade subcrénica e tem por
objetivo determinar o mecanismo de acao téxica das substancias quimicas (32).

4.5.3.6 Testes de tolerancia local

Os testes de Tolerancia Local sdo aqueles realizados nos locais que entrarao
em contato com a droga e também em locais que poderdo entrar em contato
acidentalmente ou devido a exposicao inevitavel ao produto (35). Entre esses testes,
podem-se citar os testes de tolerancia para vias especificas de administracdo como
a via dérmica (testes de irritagdo cutanea e sensibilizacdo dérmica) e teste de

irritacédo ocular.

4.5.3.6.1 Teste de irritagdo cutanea

Esse teste prevé a utilizacdo de coelhos albinos, com a pele tricotomizada
sendo normalmente realizado na pele intacta e na pele apds abrasdo. As areas de
aplicacdo sao recobertas com gaze fixada com fita adesiva durante 24 horas e as
leituras sdo realizadas ap6s 24 e 72 horas a fim de verificar o grau de eritema,
edema, descamacao, formacéao de cicatriz e outras lesdes (35).

Os testes in vitro utilizados para avaliagdo de irritacdo da pele abrangem o
teste em membrana, ensaio de citotoxicidade em células SIRC (linhagem celular
derivada de coérnea de coelho), ensaio de difusdo em &gar, teste de hemdlise e
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desnaturacao protéica RBC (Red Blood Cell), teste de irritacao elétrica transcutéanea
(TER) e teste de pele humana reconstruida (EPSKINTM) (40)

4.5.3.6.2 Teste de irritacdo ocular

Esse teste utiliza no minimo 6 animais, sendo a substancia teste instilada no
saco conjuntival inferior de um olho de cada animal, mantendo as palpebras
fechadas por um segundo e abrindo-as em seguida. Os olhos ndo sao lavados,
permitindo que o préprio lacrimejamento promova a remoc¢ao. Os olhos nao tratados
servem como controle, sendo ambos examinados nos tempos de 1 hora, 24 horas
(momento em os olhos tratados sédo lavados com solugéo salina a 0,9%), 48 e 72
horas apds a instilagdo. No caso de persistirem reacdes positivas, as avaliacoes
poderao prosseguir, no geral até sete dias. As reacdes observadas em cada animal
sdao quantificadas (40). Para o teste de tolerAncia ocular de dose repetida
(normalmente realizado em coelhos com administracdo diaria da substancia durante
quatro semanas), o desenho deve considerar os resultados da tolerancia ocular de
dose unica (35).

Os ensaios in vitro normalmente utilizam o teste de membrana cério-alantoide
do ovo de galinha (HET-CAM) e ensaio de permeabilidade e opacidade corneal
bovina (BCOP) (40).

4.5.3.6.3 Teste de sensibilizacdo dérmica

No teste de sensibilizacdo dérmica, a substancia-teste € injetada
intradermicamente como emulsdao em solucdo aquosa de cloreto de sédio a 0,9%.
Dois grupos de 20 cobaias sado utilizados para cada substancia-teste, sendo um
deles como controle. A injecao intradérmica da amostra é aplicada na regido dorsal
tricotomizada, repetindo-se a mesma dose, na mesma regido da primeira aplicagao,
a cada 2 dias até completar 10 injecoes, ao longo de trés semanas. No 35° dia o
desafio final é feito no sitio de pele correspondente ao da primeira injecao.
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Animais-controle sao simultaneamente tratados somente com diluente, sendo
este injetado intradermicamente (0,05 mL) para comparacao dos resultados dos
animais tratados com a substancia-teste. Ao final do teste a incidéncia da resposta
eritematosa é avaliada. Para os ensaios in vitro é utilizado o teste de RBC que
fornece parametros referentes a relacdo entre a hemdlise e oxidacdo da
hemoglobina (40)

45.3.7 Carcinogénese

Os estudos de carcinogenicidade tém por objetivo identificar um
carcinogénico potencial para animais e avaliar o risco em humanos, definindo a
classificacdo carcinogénica do agente testado, a relacdo estrutura-atividade da
substancia quimica e riscos cancerigenos, bem como observar o possivel
desenvolvimento de lesGes neoplésicas nos estudos de toxicidade de dose repetida
e toxicidade em longo prazo (41).

Esse estudo é conduzido utilizando pelo menos duas espécies de animais de
laboratério em grupos de no minimo 50 animais de ambos 0s sexos que sao
submetidos a necropsia ao final do experimento. O estudo possui duragdo maxima
de 130 semanas em ratos, 120 semanas em camundongos e 130 semanas em
hamsters. No estudo sdo administradas no minimo 2 doses da substancia. Por meio
desse ensaio é possivel estabelecer a dose maxima tolerada (DMT), definida como
aquela que nao provoca no animal uma perda de peso superior a 10% e nao induz

mortalidade ou sinais clinicos de toxicidade (32).

4.5.3.8 Ensaio de teratogenicidade e toxicidade reprodutiva

A toxicidade reprodutiva inclui os efeitos téxicos de uma substancia sobre a
capacidade reprodutiva de um organismo e o desenvolvimento de sua prole (34). O
objetivo dos estudos de toxicidade reprodutiva é revelar algum efeito de uma ou

mais substancias ativas na reproducdo de mamiferos. Assim, investigacbes e
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interpretacbes dos resultados devem ser relacionadas com outros dados
farmacolégicos e toxicolégicos disponiveis, para determinar situacées em que riscos
potenciais para a reprodugdo humana sdo maiores, menores ou iguais aqueles
relativos a outras manifestacoes toxicoldgicas (35).

A avaliacdo do efeito teratogénico de um composto quimico € executada em 3
fases distintas. Na primeira fase € realizado o tratamento de animais machos e
fémeas por no minimo 60 dias antes do acasalamento e depois para as fémeas no
periodo de lactacdo e gestacdo, realizando o sacrificio de metade do grupo de
fémeas na metade da gravidez a fim de avaliar anormalidades uterinas. Ao final
dessa etapa sdo observados o numero, sexo, peso corpdéreo e anormalidades
externas em todos os filhotes. Na segunda etapa sdo coletadas informagdes a partir
da administracdo de doses diarias da substdncia quimica na dieta de animais
fémeas gravidas no periodo da organogénese. Os estudos da terceira fase avaliam
os efeitos as substancia sobre o desenvolvimento peri e p6s natal sendo avaliado o

desenvolvimento somatico, neromotor, sensorial e comportamental da prole (32).

4.5.3.9 Ensaios de mutagénese

Os ensaios de mutagenicidade sado responsaveis por avaliar a capacidade
que as substancias quimicas apresentam de provocar modificacbes no material
genético das células que sdo transmitidas as novas células durante a divisdo. Sao
empregados testes in vitro e in vivo. Os ensaios aplicados sdo: ensaio de mutagéo
bacteriana (Teste de Ames), teste de aberracdo cromossdémica in vitro, teste de
mutacao genética in vitro de linfoma TK de rato e teste de micronucleo em eritrdcitos

de mamiferos in vivo e ensaio cometa.

4.5.3.9.1 Ensaio de mutacao bacteriana (Teste de Ames)

O ensaio de Ames é um teste de mutagenicidade capaz de detectar uma série
de substancias quimicas que podem produzir danos genéticos que levam a
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mutacdes génicas (42-43). Para esse teste € recomenda a utilizacdo de linhagens
de Salmonella typhimurium para detectar mudancas nos sitios de guanina-citosina
(G-C) como TA1535, TA1537 (ou TA97, ou TA97a), TA98 e TA100. Para deteccao
de pontos de mutagdo nos sitios de adenina-timina (A-T) devem ser utilizadas a
Salmonella typhimurium TA 102, Escherichia coli WP2uvRA ou Escherichia coli WP2
uvRA( pkM/01) (35).

As cepas de bactérias utilizadas apresentam mutacdes preexistentes que
tornam a bactéria incapaz de sintetizar o aminoacido histidina essencial para o
crescimento e formagédo de colbnias bacterianas. Novas mutagdes proximas aos
genes ja mutantes dessas bactérias podem restaurar a funcao genética da bactéria
e permitir que a célula sintetize a histidina. Com isso, as células que sofreram
mutacdes posteriores podem crescer na auséncia de histidina e formar col6nias.
Dessa forma, esse teste € comumente conhecido como “ensaio de reversdo” (43).

O ensaio consiste na exposicao de cepas mutantes, incapazes de sintetizar
histidina, ao agente quimico avaliado; diante da mutagdo, essas col6nias
resgatariam o potencial de sintetizar o aminoacido histidina. Essas cepas
bacterianas sao dispostas em placas de agar e glicose com um sistema metabdlico
de ativacao (43), que consiste na fracdo microssomal de células hepaticas de rato
com os fatores NADP (fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo) e cofatores
NADPH (fosfato reduzido de nicotinamida adenina dinucleotideo) esse kit de
ativagcao € denominado de Mix S9 (43).

Muitos agentes quimicos ndo sdo carcinogénicos e mutagénicos, enquanto
seus metabdlitos sdo. Por isso, € necessaria a utilizacdo do Mix S9, uma vez que
esse composto é capaz de metabolizar varios agentes quimicos em metabdlitos que
reagem com o DNA, sendo também, necessario para o teste aplicado, uma vez que
as bactérias ndo possuem essa capacidade metabdlica (43).

O resultado final desse teste € a contagem de colbnias e a expressao dos
resultados em numero de colbnias revertidas por placa. Esse numero é comparado
com o controle negativo (colbnias ndo tratadas com o agente quimico) (43). A partir
dos resultados obtidos, € avaliado o potencial mutagénico do agente quimico
testado, onde resultados positivos séo verificados em placas que apresentaram um

elevado indice de colbnias revertidas.
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4.5.3.9.2 Teste de aberracdo cromossémica in vitro

O proposito do teste de aberracdo cromossémica in vitro € a capacidade de
identificar agentes que causam aberragdes estruturais cromossémicas em células de
mamifero. As aberracbes cromossdmicas podem ser de dois tipos, no cromossomo
ou na cromatide. As aberragcdes cromossdmicas sao a causa de varias doencas
genéticas em humanos e estao relacionadas a indugédo do cancer em humanos e em
modelos experimentais animais (44).

Esse teste é utilizado para avaliar possiveis agentes mutagénicos e
carcinogénicos em mamiferos. Muitos compostos que apresentam resultados
positivos para esse teste sdo carcinogénicos em mamiferos e essa correlacao é
dependente do grupo quimico a qual pertence a substancia objeto de avaliacdo
experimental (44).

Para este teste é utilizada cultura de células de mamiferos (fibroblastos de
hamster chinés, linfécitos periféricos humanos ou de outros mamiferos) exposta a
substancia quimica a ser avaliada quanto a toxicidade. ApGs a exposicao da cultura
de células a substancia quimica de interesse, as células sao tratadas com um
agente antimitético (ex: colchicina), e posteriormente colhidas, coradas sendo
verificadas microscopicamente aberracées cromossOmicas nas células em metafase
(44).

Um aumento no nimero de células poliploides pode indicar que a substancia
tem o potencial de interferir com os processos de mitose e de induzir aberracdes
cromossdmicas numérica; um aumento no numero de células com cromossomos
endoreduplicados pode indicar que a substincia tem o potencial de inibir a
progressao do ciclo célular (44).

No entanto, existem varias condicbes em que resultados positivos para
aberracoes cromossémicas podem ser uma consequéncia das condi¢cdes do ensaio
ao invés do indicativo de clastogenicidade da substancia quimica testada. Por isso é
necessario avaliar o comportamento da substancia quimica testada em outros
ensaios de genotoxicidade antes de concluir que a substancia, de fato, apresenta ou

nao perfil genotoxico (44).
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4.5.3.9.3 Teste de mutacao genética in vitro de linfoma TK de Rato

O ensaio de mutagdo in vitro de linfoma de timidina quinase (TK) utiliza a
linhagem de células L5178Y TK*/- 3.7.2.C do linfoma de rato e é capaz de detectar
mutacdes no gene da timidina quinase. Esse teste é usado para avaliar alteracdes
genéticas relacionadas ao surgimento do cancer, pois detecta mutacdes e eventos
cromossomais tais como delegdes, translocacdes, recombinacdes mitoticas,
conversdes génicas e aneuploidias (45).

Para melhor compreensao do teste, é necessario descrever o papel do
nucleotideo monofosfato de timidina (TMP) e da enzima timidina quinase. O TMP
ocupa importante posicdo na replicacdo do DNA atuando como regulador de sua
sintese; dessa forma, quando esse nucleotideo é substituido por outro analogo letal
de pirimidina, a célula morre. A enzima TK, por sua vez, é responsavel pela
fosforilacao da timidina em TMP(45).

Células mutantes para o gene da TK sao deficientes na enzima de timidina
quinase e resistentes aos efeitos citostaticos da trifluorotimidina (TFT), um analogo
letal de pirimidina. Essas células deficientes para a enzima TK sao incapazes de
metabolizar o TFT e com isso ndo sofrem seus efeitos toxicos. Em células normais,
que apresentam o gene da timidina quinase, e conseqientemente a enzima TK, o
TFT é metabolizado e provoca a inibicdo do metabolismo e da divisdo celular
levando a morte da célula. Dessa forma, enquanto as células normais sao incapazes
de se proliferar em presenca do TFT, as células mutantes se multiplicam
normalmente na presenca desse composto (45).

No ensaio de mutacdo in vitro que utiliza a linhagem de células L5178Y
(TK+/+ ou TK+/-), as células sao tratadas com o agente quimico teste e ap6s um
periodo de exposicao, essas células sao colocadas em meio contendo o analogo
letal TFT. Apenas as células mutantes TK -/- sdo capazes de sobreviver a essas
condicdes e a mutagenicidade da substancia quimica testada se torna evidente pelo
aumento do numero de células mutantes (46).

Para o teste, devem ser usados controles positivos e negativos na presenca e
na auséncia do metabdlito de ativacdo Mix S9. Ao final do experimento, sao
verificadas as culturas de células que expressaram o fenétipo mutante. Dados
avaliados incluem determinacdo de citotoxicidade, eficiéncia de plaqueamento,
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contagem de col6nias e frequéncia de mutacdes em culturas de células tratadas e
controle (45).

A toxicidade do agente teste é indicada por uma diminuicdo na eficiéncia de
formacao de col6nias [onde a eficiéncia é definida pelo numero de colénias/nimero
de células plagueadas %]. A mutagenicidade do agente testado sera evidente pelo
aumento na frequiéncia de mutagdo, com base no numero de mutantes e ajustado
pela fracdo de células sobreviventes (45).

A formacao de grande quantidade de pequenas colbnias constitui um indicio
de quebras cromossdmicas, ou seja, indicam a clastogenicidade do composto
avaliado. Um agente teste que nao produz um aumento estatisticamente significativo

de mutantes sera considerado nao genotéxico.

4.5.3.94 Teste de micronucleo em eritrocitos de mamiferos in vivo

Micronucleos sao pequenos corpos contendo DNA e localizados no
citoplasma, que aparecem na teléfase e s&o resultantes de fragmentos
cromossémicos acéntricos originados de quebras isocromatidicas, cromatidicas ou
de disfungdes do fuso mitético. A incidéncia de micronlcleos serve como um indice
de danos genéticos, pois surgem a partir de dois importantes tipos de danos
genéticos (clastogénese e ruptura do eixo) (47).

Praticamente, todos os agentes clastogénicos induzem a formacao de
microndcleos. Logo, esse teste tem sido amplamente utilizado na triagem de
agentes quimicos que causam esse tipo de dano. O teste de micronucleo em
eritrécitos de mamiferos é utilizado para deteccdo de agressdes induzidas pelo
agente quimico testado sobre os cromossomas ou no aparelho mitético de
eritroblastos, onde um aumento na freqiéncia de micronudcleos nos eritoblastos é
uma forte indicagdo do dano provocado (47).

Neste teste, os animais (ratos, camundongos) sao expostos ao agente
quimico teste administrado pela rota apropriada e sacrificados posteriormente. Para
alvo de avaliacao da acao do agente quimico testado, pode ser utilizada a medula
0ssea dos animais ou o0 sangue periférico. Para cada andlise sao utilizados controles

positivos (animais tratados com agente quimicos mutagénicos) e controles negativos
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(animais tratados com solventes e ou veiculos). Os controles positivos sdo aqueles
capazes de levar a formacao de microndcleos in vivo em niveis estatisticamente
significativos (47).

Um resultado positivo no teste do micronucleo indica que a substancia
provoca danos nos cromossomos ou no aparelho mitético dos eritroblastos do
agente quimico teste, ao passo que um resultado negativo demonstra o contrario
(47).

4 5.3.10 Ensaio cometa

Esse ensaio permite identificar lesdes e detectar os efeitos do reparo no DNA
em células individualizadas de mamiferos. Nesse teste, as células sdo submetidas a
uma corrente elétrica que proporciona a migracao dos segmentos de DNA livres,
resultantes de quebras, para fora do nucleo. Apbs a eletroforese, as células que
apresentam um ndcleo redondo sao identificadas como normais, sem dano
detectavel no DNA e as células lesadas sado identificadas visualmente por uma
espécie de cauda, similar a um cometa, formada pelos fragmentos de DNA (48)

4.5.4 Limitacoes dos Ensaios de Genotoxicidade

Um Unico teste ndo é capaz de detectar todas as substancias de relevancia
genotodxica, por possuirem limitacées especificas de cada teste. No teste in vitro de
Ames, os agentes quimicos quando testados em doses elevadas e toxicas podem
induzir ao “falso positivo”, ao passo que uma dose distante do limiar toxico pode
levar a auséncia de deteccdo de um agente genotéxico. Para avaliar a
genotoxicidade de um composto nao citotdéxico, a concentracao utilizada é de 5
mg/placa e 10 mM para culturas de células bacterianas e de mamiferos,
respectivamente; no entanto, nem sempre essa concentracdo sera suficiente para
detectar uma agente genotoxico (49).

Algumas situacbes podem exigir alteragdes na bateria de testes de
genotoxicidade realizados. Essas situacdes sdo aplicadas para compostos muito
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toxicos onde é necessario realizar os ensaios in vitro em células de mamifero de
duas categorias distintas, sendo que os parametros a serem avaliados incluem
mutacdo génica e danos cromossomais; para compostos que apresentam alertas
estruturais para genotoxicidade e que apresentaram resultados negativos na bateria
de testes genotoxicos, devem ser realizados ensaios adicionais com protocolos
modificados; para compostos que ndo possuem absorcao sistémica e com isso nao
estao disponiveis no tecido de interesse devem ser realizados apenas 0s ensaios in
vitro, o que deve incluir o teste de mutacédo génica bacteriana e dois ensaios in vitro
em células de mamifero de categorias distintas, e com dois parametros de avaliacdo
para genotoxicidade e para compostos quimicos estruturalmente Unicos e
completamente novos que sao introduzidos em um ativo farmacéutico e que néo sao
objeto de ensaio de carcinogenicidade crénica em roedores, € necessario realizar

testes adicionais de genotoxicidade in vitro e in vivo (49).

4.6 ESTRUTURAS-ALERTA DE  GENOTOXICIDADE E  PROGRAMAS
COMPUTACIONAIS E BASE DE DADOS UTILIZADOS NA PESQUISA E
IDENTIFICACAO.

As estruturas-alerta para genotoxicidade podem ser avaliadas por meio de
diversos programas computacionais. A maioria das companhias farmacéuticas utiliza
esses programas juntamente com outros ensaios proprios para prever a
genotoxicidade de uma série de compostos (50).

Esses programas que utilizam ferramentas de toxicologia para avaliar os
efeitos toxicos de compostos muito antes de sintetiza-los e ou testa-los sao
conhecidos por técnicas “in silico’. Varios programas que utilizam dessa técnica
estao disponiveis no mercado como pode ser avaliado no trabalho de Muster et. al.,
2008 (51).

Entre os programas descritos, os mais usados sao:

Deductive Estimation of Risk from Existing Knowledge (DEREK) - Esse programa foi

criado pela Empresa Lhasa Ltd e permite estimar se um agente reativo ao DNA, ou
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seja, um agente genotdxico, mutagénico, ou provocador de danos cromossomais
esta presente na estrutura do agente testado. O DEREK reconhece as estruturas
alerta para genotoxicidade presentes no agente testado, o tipo de ensaio utilizado
para avaliar esse alerta (ensaio de mutagenicidade em bactérias, ensaios
citogenéticos in vitro) e fornece as referéncias bibliograficas sobre o assunto (51).

Multiple Computer Automated Structure Evaluation (MCASE) - O modelo
organizacional é baseado em dados de mutagenicidade bacteriana realizada sobre
2032 compostos e o atual modelo se baseia na avaliacdo de dados de 3000
compostos incluindo dados avaliados em Drosophilas. Esse programa é capaz de
dissociar moléculas do agente testado em 2-10 fragmentos e avaliar a forca de
associacao desses fragmentos, comparando-os com fragmentos semelhantes
existentes em sua base de dados que apresentam uma determinada pontuacao
mutagénica. O programa gera uma previsdo quantitativa de mutagenicidade. Esse
programa tem o mesmo principio de funcionamento que o programa Computer
Automated Structure Evaluation for Toxicology (CASETOX) (51).

Toxicity Prediction by Komputer Assisted Technology (TOPKAT) - Esse programa
utiliza descritores especificos ao invés de estruturas quimicas para prever a
mutagenicidade dos compostos quimicos testados. O TOPKAT é um programa que
possui dados obtidos a partir do teste de mutagenicidade em bactérias e avalia a
similaridade entre a molécula teste com as moléculas existentes em seu banco de
dados, excluindo aquelas que nao apresentam evidéncias significativas para

mutagenicidade (51).

Quantitative structure-activity relationship (QSAR) - Os modelos QSAR utilizam
logaritimos a fim de alcancar um valor preditivo para genotoxicidade. A maioria dos
programas QSAR utiliza dados obtidos a partir de ensaios em bactérias; no entanto,
existem também modelos preditivos que utilizam dados obtidos a partir de testes de
aberragdo cromossdmica (51).

A maioria dos métodos é utilizada de forma conjunta a fim de aumentar a
especificidade na avaliacdo da genotoxicidade dos agentes testados.
Exemplificando, os programas CASETOX, TOPKAT e DEREK apresentam
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especificidade de 78 a 82% quando usados de forma isolada, mas de 92 a 100%
quando utilizados em conjunto (50).

Além desses programas, existem bases de dados Uteis na avaliacdo dos
produtos de degradacao. As propriedades genotoxicas e carcinogénicas de varias
substancias podem ser encontradas também em bases de dados como Toxicological
data Network (TOXNET) (52), Nacional Institute for Occupational Safety & Health
(NIOSH) (53), GES-TIS (54), Discovery Gate (Symx) e Pharmapendium (54-55).
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5 METODOS

Para a conducgao deste trabalho foi realizada nesse trabalho uma abordagem
qualitativa exploratéria descritiva ou comparativa por meio da técnica de analise

documental que se procedeu da seguinte forma:

5.1 DESCRICAO DAS PRINCIPAIS NORMAS E GUIAS NACIONAIS E
INTERNACIONAIS QUE AVALIAM PRODUTOS DE DEGRADAGCAO

Essa etapa inicial da pesquisa englobou um estudo documental dos guias e
normas regulatérias adotados por agéncias reguladoras internacionais
representativas, que contemplam o assunto “produtos de degradagao”, a saber:
Organizacao Mundial de Saude (OMS), Comunidade Europeia, representados pela
European Medicines Agency (EMA); Estados Unidos da Ameérica, representados
pela autoridade sanitaria Food and Drug Administration (FDA); autoridade sanitaria
do Canada (HEALTH CANADA); autoridade sanitaria australiana, representada pela
Therapeutic Goods Administration (TGA); bloco econbémico dos paises Asiaticos
(ASEAN); paises dos estados arabes do Golfo, representados pelo Cooperation
Council for The Arab States of the Gulf (GCC); Brasil, representado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA); autoridade Sanitaria da Africa do Sul,
representada pelo Medicine Control Council (MCC).

Apo6s a definicdo das agéncias, foram selecionadas, a titulo ilustrativo, as
normas desses grupos que apresentavam o tema “estabilidade de ativos e formas
farmacéuticas”, com énfase no tdpico “degradacdo”, bem como os guias € normas
que abordavam o tema “seguranca“ aplicavel as “impurezas de degradacao®, a fim
de demonstrar a abordagem dessa tematica no universo global de regulagao.
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5.2 ELABORACAO DE MONOGRAFIA PARA SISTEMATIZACAO DE
INFORMAGOES EM DEGRADAGCAO

Nessa fase, propositiva, as informacbes coletadas sobre a abordagem
regulatéria aplicada para produtos descritos no item anterior e informacdes descritas
na literatura sobre o tema “degradacdo” foram utilizadas na elaboracdo de um
modelo de monografia para sistematizagcdo de informagdes sobre produtos de
degradacao.

Para tal, foi realizado um estudo exploratério com a técnica de avaliacao
documental. Foi realizada uma revisdo dos guias e normas que contemplavam o
assunto “degradacdo”, em guias do ICH, ANVISA, EMA e FDA. Além desses guias,
outros itens necessarios para a construgdo do modelo de monografia foram

pesquisados na literatura cientifica.

5.3 ELABORACAO DE MONOGRAFIA PARA O ATIVO FARMACEUTICO ACIDO
ASCORBICO

Para validagdo do modelo proposto, foi elaborada uma monografia para o
ativo farmacéutico “acido ascérbico” ou “vitamina C”. Esse ativo foi escolhido em
funcdo do seu uso disseminado em todos os estratos da populacdo, desde
neonatos, gravidas a idosos (55); por estar presente em uma série de formas
farmacéuticas que sao comercializadas sem restricdo médica; por ser utilizado na
pratica de automedicacgéao, e por ser considerado, de forma geral, “in6cuo (56).

Para preenchimento das informagdes solicitadas no modelo, foi feita a analise
de dados provenientes de fontes primarias (periédicos, livros publicados na area
especifica, farmacopeias oficiais no Brasil, legislacées regulatérias) e secundarias
(como o Medline-Pubmed, Science Direct, Scifinder, Micromedex, Toxnet, Google
académico, bases de dados Drug Degradation Database, Chemldplus Advanced e;
bases regulatérias de agéncias reguladoras).

Os termos utilizados nas buscas foram “vitamina c¢”, “acido ascérbico”,

“degradacao vitamina C”, “degradacao acido ascoérbico”, “produtos de degradacao
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vitamina C”, “produtos de degradacao acido ascorbico”, “estabilidade vitamina C*,
estabilidade acido ascoérbico”. Apds a definicdo dos produtos de degradacao
encontrados para esse ativo, foi selecionado, para fins de preenchimento das
informacdes de seguranca, aquele que foi considerado um produtos de degradacao
expressivo, ou seja, entre os diversos produtos de degradagcdo formados em um
ensaio de estresse especifico, este seria o produto de degradacdo presente em
maior quantidade, que apresentaria dados toxicolégicos reportados e relevancia
toxicologica (dose letal significativa, evidéncias de mutagenicidade e/ou
carcinogenicidade e ou teratogenicidade). Dessa forma, dentre os produtos de
degradacaos avaliados para o acido ascérbico, foi considerado o furfural como
objeto de escolha para a validacdo da proposta de monografia. Para o
preenchimento das informagdes de seguranca e eficacia foi utilizado o seguinte
sistema de pesquisa: “furfural + toxicologia” ou apenas “furfural”’. A pesquisa foi
realizada utilizando os termos chaves em portugués e em inglés.

Todos os artigos utilizados foram obtidos por revisdo realizada nas bases de
dados citadas. Quando esses artigos encontravam-se indisponiveis, eram adquiridos
por meio de sistema de fotocopia legal, conforme os sistemas normativos de
bibliotecas. Os poucos artigos que nao puderam ser obtidos na integra foram citados
apenas quanto ao conteudo dos seus resumos obtidos na revisdo. Todos os livros
avaliados foram obtidos na integra e encontram-se na lista de referéncias.

A proposta de monografia foi submetida a um avaliador externo, ocupante do
cargo publico de especialista em Regulacdo e Vigilancia Sanitaria da area
responsavel por registros de medicamento da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, a fim de verificar a aplicabilidade da mesma e a fim de apontar possiveis
campos necessarios a serem incluidos na mesma. Nao foi sugerida a inclusdo de

nenhum campo adicional.

5.4 LEVANTAMENTO DE FORMAS FARMACEUTICAS REGISTRADAS COM O
ATIVO ACIDO ASCORBICO NA AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA

Para a conducdo dessa etapa, foram realizadas pesquisa e analise

documental exploratéria retrospectiva, utilizando abordagem qualitativa, com
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levantamento dos medicamentos registrados contendo o principio ativo “acido
ascérbico”. O estudo foi realizado com dados primarios obtidos no site eletrénico da
Anvisa (http.//www.anvisa.gov.br) , por meio do tépico “consulta de produtos”,

posteriormente “consulta de banco de dados”, “medicamentos e homoderivados”,
“consulta com dados atualizados até 25/03/2002”. O formulario disponivel para
consulta intitulado “critérios para consulta”, teve o campo “principio ativo” preenchido
com o0 nome do insumo pesquisado “ acido ascorbico” e “ acido ascorbico 90%”.

A coleta de dados sobre medicamentos registrados contendo o acido
ascérbico na condicao apresentou dato de corte de dezembro de 2011. A amostra
foi composta de todos os medicamentos que em algum momento obtiveram registro
até essa data, idependente da vigéncia desses registros. Esses medicamentos

foram classificados quanto a forma farmacéutica e classe terapéutica.
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6 RESULTADOS

6.1 NORMAS E GUIAS NACIONAIS E INTERNACIONAIS QUE AVALIAM
PRODUTOS DE DEGRADAGCAO

As cobpias de guias e legislacbes que aboradam o tema “produtos de
degradacao” foram obtidas das agéncias OMS; EMA, FDA, HEALTH CANADA, TGA
[representados pelos guias do International Conference on Harmonisation (ICH)];
ASEAN; GCC; ANVISA e MCC.

6.1.1 Guias utilizados autoridades sanitarias da Comunidade Europeia,
Canada, Estados Unidos, Australia e Japao

6.1.1.1 Guia do International Conference on Harmonisation (ICH)

Dentre os guias existentes destacam-se os do ICH Q3B (R2) (7), que aborda
diretamente o assunto produtos de degradacdo em medicamentos, e o ICH Q3A
(R2) (57) que aborda produtos de degradagédo em farmacos. Temética relacionada é
contemplada de forma complementar nos guias Q1A (R2) (58), que trata da
estabilidade em farmacos e medicamentos; Q1B, que aborda a fotoestabilidade em
farmacos e medicamentos (59); Q1C que aborda a estabilidade em novas dosagens;
e Q1E (60), que contempla a avaliagdo de dados de estabilidade em farmacos e
medicamentos existentes.

Esses guias sado adotados, pelas autoridades sanitarias EMA, HEALTH
CANADA, TGA, FDA e é referéncia para os guias das autoridades sanitaria ASEAN,
GCC, MCC.

Os guias Q3A(R2) e Q3B(R2), que tratam da avaliacdo de impurezas em
farmacos e formas farmacéuticas, respectivamente, definem o termo “impurezas”
como qualquer componente presente na forma farmacéutica ou farmaco que seja

quimicamente distinto do principio ativo ou de qualquer excipiente (no caso de
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formas farmacéuticas). Esses guias preconizam que a depender da quantidade do
ativo a ser consumido em farmacos ou formas farmacéuticas, devem ser observados
os limites para a notificacdo, a identificacdo e de qualificagdo das impurezas
presentes (26).

O limite de notificacao € aquele no qual qualgquer valor acima da dose maxima
diaria para um determinado produto de degradagédo devera ser reportado, ao passo
que o limite de identificacdo é aquele no qual o valor acima da dose maxima diaria
recomendada para um produto de degradacdo gera a necessidade da sua
identificacdo e o limite de qualificagcdo é o valor acima da dose maxima diaria para
um produto de degradacédo no qual ele devera ser qualificado (7). O Quadro 3 traz
os limites adotados para notificacdo, identificacdo e qualificacdo de impurezas em

medicamentos:

Quadro 3 - Limites para notificagéo, identificacdo e qualificagao dos produtos de degradacao
presentes em medicamentos:

Dose maxima diaria ' Limites =°

Limites de notificacao <1g 0,1%
>1g9 0,05%
<1mg 1,0% ou 5 ug TDI, o que for menor

Limites de identificacao 1 mg-10 mg 0,5% ou 20 ug TDI, o que for menor
>10 mg-2 g 0,2% ou 2 mg TDI, o que for menor
>2 g 0,10%

Limites de qualificagédo <10 mg 1,0% ou 50 ug TDI, o que for menor
10 mg-100 mg 0,5% ou 200 ug TDI, o que for menor
>100mg—-2¢g 0,2% ou 3 mg TDI, o que for menor
>2 g 0,15%

Onde:

'Quantidade maxima do farmaco administrado por dia.

®Limites dos produtos de degradacao sdo expressos como a percentagem do farmaco ou como a
ingestao total diaria (ITD) de um produto de degradacéo.

3Limites acima dos valores definidos dever&o ser justificados cientificamente.

Fonte: Adaptado de ICH, 2006 (7).

Quando uma impureza alcanca niveis consideraveis no medicamento ou
farmaco, a ponto de configurar a necessidade de qualificacéo, € de responsabilidade
da equipe de desenvolvimento da empresa farmacéutica estabelecer um limite
considerado seguro para a concentragdo da impureza presente. O guia do ICH Q3 A
(R2) considera que uma impureza € considerada qualificada quando presente em
um determinado farmaco que foi adequadamente testado em estudos clinicos,

garantindo sua seguranca (26).
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Diretrizes semelhantes sdo estabelecidas pelo guia do ICH Q3 B (R2) que
aborda conceitos e limites para as impurezas presentes em medicamentos
denominadas produtos de degradagdo. Estes produtos de degradacdo séao
resultantes da degradacao do principio ativo ou da reacado deste com excipientes e
de materiais de embalagem. O guia, no entanto, ndo trata de impurezas resultantes
da degradacdo dos excipientes, produtos biofarmacéuticos, de origem animal,
produtos de fermentacao, fitoterapicos, peptideos, radiofarmacos, oligonucleotideos,
produtos em desenvolvimento utilizados em ensaios clinicos, impurezas
enantiométricas e formas polimdrficas (26). Este guia também nao se aplica para a
avaliagdo de impurezas genotdxicas ou carcinogénicas (61).

Assim como é feito para a qualificacdo de impurezas presentes no farmaco
abordado pelo guia Q3A (R2), o guia Q3B (R2) também considera qualificado um
produto de degradacdo quando este se encontra presente no medicamento
comercializado em concentracbes comparaveis aquelas que foram avaliadas em
estudos clinicos que garantiram a seguranca desse medicamento (7, 57).

Ambos os guias ICH Q3A (R2) e Q3B (R2) informam que, caso a
concentragdo de impurezas no farmaco ou medicamento excedam os limites de
qualificacao, deve-se buscar reduzir sua concentracdo ou proceder a qualificacdo
mediante dados de literatura cientifica ou através de dados experimentais (estudos
toxicol6gicos) que confirmem os niveis seguros dessas (7, 57).

Para determinar o perfil de um produto de degradacdo pode ser necessaria a
avaliacao de dados da literatura cientifica e, em muitas situa¢des, a conducédo de
estudos de seguranca (quando o produto de degradacdo apresentar efeito
farmacolégico relevante) (6). A norma do ICH preconiza que pode nao ser
necessario examinar especificamente alguns produtos de degradacao quando for
demonstrado que eles ndo sao formados nos estudos de estabilidade acelerados ou
de longa duragéo (7). A Figura 1 mostra decisGes a serem tomadas na existéncia de

produtos de degradacdo em medicamentos.



A concentracéo do
produto de degradacao
é maior que o limite de
identificacdo?

Sim Néo Nenhuma
acao
necessaria
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Sim Sim
Algum risco Reduzir
) Estr'u_tura conhecido N para
identificada relevante em » niveis
2 humanos? seguros
Nao
Sim Nao
Reduzir para
n3o mais que Nenhuma
valores < que o acao
limite de necessaria
qualificagao?
Néo
Reduzir para ndo
mais que valores Maior que o Nenhuma
< que o limite de limite de acdo
qualificagdo? qualificacao? necessaria

Considerar a populacao alvo, a duracao do uso
e conduazir:

-Estudos de genotoxicidade (mutagao pontual,
aberracao cromossomica).

-Estudos de toxicidade geral (uma
espécie,geralmente 14 a 90 dias.

-Outros limites de toxicidade apropriados.

Sim Nao
Reduzir Algum efeito
para niveis a(:‘ll}':il:oo
SR relevante?

Qualificado

Figura 1- Arvore deciséria para produtos de degradacdo em medicamentos.

Fonte: Adaptado de ICH, 2006 (7).
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6.1.1.2 Guia de impurezas genotdxicas da Comunidade Europeia

Diante da deteccao de uma impureza de degradacao de carater genotéxico o
Guia da EMA (62) considera os possiveis mecanismos de acéo e sua relacao dose
resposta. Baseado nesse mecanismo, esses guias dividem as impurezas
genotoxicas em duas classes: aquelas que apresentam evidéncia experimental para
um mecanismo definido de genotoxicidade e aquelas que ndo a apresentam
evidéncias suficientes.

Para as impurezas que apresentam evidéncia de mecanismo definido de
genotoxicidade é possivel estabelecer um nivel de exposi¢ao para o qual existe risco
de genotoxicidade bem como limites de exposicao diaria permitida (PDE) que é
derivado do NOAEL (maior dose em que ndo se observa efeito téxico) ou do LOAEL
(maior dose em que um menor nivel de efeito téxico é observado) (63). Para aquelas
que nao apresentam evidéncias suficientes para um mecanismo definido de
genotoxicidade € necessario realizar avaliagoes farmacéuticas e toxicologicas a fim
de se estabelecer um nivel de exposicao. Em geral, a avaliagdo farmacéutica deve
ser orientada por uma politica de controle dos compostos para “valores mais baixos
razoavelmente praticaveis (ALARP)”, quando nao for possivel evita-los (62). Quando
existir a possibilidade de evita-los deverdo ser adotadas acées como alteragdo da
rota de sintese, materiais de partida, cuidados relacionados a fabricagcdo e
armazenamento entre outras medidas que garantam a eliminacdo de tracos dessa
impureza no produto final.

No entanto, nem sempre é possivel realizar essa avaliagdo quantitativa para
todas as substancias e muito menos definir qual mecanismo de genotoxicidade é
aplicavel para as impurezas que estdo sendo avaliadas. Neste sentido, o guia da
EMA que aborda o limite de impurezas genotdxicas propbs o conceito de “limite de
toxicidade de impurezas genotoxicas” (TTC) (62, 64).

O TTC é a dose (ug /dia) de uma substancia quimica ndo conhecida na qual a
probabilidade de incidéncia de um risco de neoplasia € considerado insignificante
(62). O valor estimado para o TTC é de 0,5 ppb ( equivalente a 1,5 ug /pessoa/dia)
ou (0,025 g /kg/dia) (17). Esse valor (0,5 ppb) corresponde a um risco de 10 de se
desenvolver cancer ao longo da vida para farmacos que apresentam algum

beneficio farmacoldgico associado ao tratamento e onde a exposicao é intencional
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(26) e corresponderia a um risco de 10 para as demais situacées, nos casos de
substancias quimicas desconhecidas, mesmo que se descubra mais tarde que séao
carcindgenos e nos quais teoricamente nao existe beneficio farmacolégico envolvido
(62).

O valor de TTC foi obtido a partir da extrapolagao linear de uma dose que é
responsavel por gerar 50% de incidéncia de tumores (TDs) a incidéncia de 1 em
10® em modelos animais mais sensiveis e considerados como pior caso (62).

Valores de TTC superiores a 1,5 pg/pessoa/dia dos compostos quimicos
podem ser aceitaveis em situacbes como exposicdo em curto prazo, para
tratamentos nos quais a expectativa de vida é inferior a cinco anos ou quando a
impureza € uma substancia conhecida e a exposicdo humana é muito maior por

outras fontes como a alimentagao, por exemplo.
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Evidéncia suficiente de
mecanismo de
aenotoxicidade

v

Calcular PDE
(NOAEL). Exposicao
segura?

Sim

Figura 2 - Arvore deciséria para produtos de degradagao genotdxicos em medicamentos.
* Alteracdo da rota de sintese, dos intermediarios.
Fonte: Adaptado de CHMP, 2006 (62)
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6.1.2 Guia de estabilidade da Entidade Asiatica

O guia de estabilidade da entidade Asiatica exige a apresentacdo de
resultados de degradacéo para as formas farmcéuticas como comprimido, capsulas,
emulsdes, solugdes orais e suspensdes, pos para reconstituicdo, aerosdis nasais,
sprays nasais, solucoes tépicas e oftalmicas, supositérios, solucdes parenterais de
pequeno volume, solucdes parenterais de grande volume, adesivos transdérmicos e
produtos que necessitam de refrigeracdo. Esse mesmo guia preconiza que, diante
de resultados de estabilidade que ndo apresentem variacées de teor entre os lotes
objeto de estudo, devera ser apresentado o mecanismo de degradagao existente,
balanco de massas e dados que déem suporte e justifiguem os resultados
encontrados (65).

6.1.3 Guia de estabilidade da Organizacao Mundial de Saude

O guia proposto pela OMS que contempla as documentagdes necessarias
para o registro de medicamentos genéricos, bem um anexo de estabilidade proposto
para farmacos e medicamentos, também apresenta a necessidade da avaliacdo de
produtos de degradacdo que possam surgir do ativo e forma farmacéutica. Esse guia
determina a realizacdo de estudos de estresse a fim de identificar possiveis produtos
e rotas de degradacao (66). Além disso, trazem como referéncia os guias do ICH
Q3B (R2) e Q3A (R2).

O guia de estabilidade da WHO prevé que os estudos de estresse devem ser
realizados em um lote de produto ativo farmacéutico e devem avaliar o efeito que a
temperatura (incrementos de 10°C, exemplo 50°C, 60°C etc), umidade (75% ou
mais), e quando apropriado, a oxidacao, a hidrolise e a fotdlise exercem sobre o lote
do ativo. Esse estudo tem por objetivo provocar uma degradacdo de pequena
extensdo (10 a 30%) no ativo farmacéutico a fim de avaliar seu comportamento
frente as condigcdes de estresse testadas. Esse guia preconiza que o ativo sera
considerado estavel caso nao sofra degradacao pelo prazo de 10 dias (66).
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6.1.4 Guia de estabilidade do Cooperation Council for The Arab States of the
Gulf

O guia proposto pelo GCC também contempla os estudos de estresse tal qual
previsto pelos guias do WHO e tem como referéncia os guias de estabilidade do
ICH. Além disso, descreve a necessidade da avaliagdo do comportamento, ou seja,
a natureza da degradacao e o monitoramento dos produtos de degradacéo do ativo
e formas farmacéuticas submetidas aos estudos de estabilidade. Esse guia
considera significativa qualquer alteragdo de degradacao que ultrapasse os critérios

de aceitacao definidos (67).

6.1.5 Guia de estabilidade da Africa do Sul

A autoridade sanitaria MCC adota um guia de estabilidade que pressupde a
conducgao de estudos de estresse no ativo farmacéutico. Esses estudos devem ser
conduzidos em condicées mais drasticas que o estudo de estabilidade acelerado e
também tem por objetivo fornecer informacdes sobre possiveis produtos e
mecanismos de degradacdo. Esse estudo inclui o efeito que as variacbes de
temperatura, umidade, oxidacdo, hidrolise e fotdlise exercem sobre o ativo
farmacéutico. Esse guia define que ndo é necessario conduzir estudos de estresse
quando é demonstrado na pratica que nao ha a formagcdo de produtos de
degradacgao para determinados ativos (68).

O guia preconiza também a necessidade de identificacdo de produtos de
degradacao que estejam acima de 0,1% nos lotes do ativo farmacéutico (68).

Diante da identificacdo de produtos de degradacédo acima desse valor ou que
apresentem suspeita de toxicidade devem ser apresentadas informacdes adicionais
sobre a estrutura quimica, informacdes sobre possiveis efeitos biolégicos e a
importdncia da concentragdo encontrada, procedimentos para isolamento e
caracterizacdo, mecanismos de formacdo incluindo a ordem da reacéo,
propriedades fisico-quimicas, indicacdo da atividade farmacoldgica ou inatividade e
perfil toxicoldégico. Quando a rota de degradacdo for desconhecida, devem ser
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realizados um screening cromatografico e outros testes necessarios. Dados bem
conhecidos sobre degradacao de ativos farmacéuticos devem ser apresentados na
submissao do registro e quando esses dados nao existirem, devem ser incluidos na
avaliagdo experimental apresentada sendo que a apresentacdo apenas de
referéncias farmacopeicas nao serdo suficientes para satisfazer esse requerimento
(68).

Esse guia traz a necessidade da conducao de estudos de degradacédo nas
demais formas farmacéuticas, quando relevantes e a apresentagcdo do método
cromatografico ou outro analitico utilizado na avaliagdo do produto de degradacao
mesmo quando ja tenha sido apresentado um método analitico para a avaliacao de

produtos de degradacao no ativo farmacéutico (68).

6.1.6 Guia de estabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

O guia adotado pela autoridade sanitaria brasileira que contempla os estudos
de estabilidade apresenta a necessidade da conducdo de estudos de degradacao
nas formas farmacéuticas submetidas a estabilidade ou da apresentacdo de
justificativa da auséncia desse teste (69). Além desse guia de estabilidade, esta em
aberto a Consulta Publica - CP n®11, de 23 de janeiro de 2012, sobre a proposta de
Resolucédo da Diretoria Colegiada que estabelece parametros para a notificagéo,
identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos com
principios ativos sintéticos e semissintéticos, classificados como novos, genéricos e
similares. Essa Consulta Publica apresenta texto normativo de carater semelhante
ao existente no Guia do ICH Q3B, trazendo limites para notificagéo, identificacédo e
qualificacao de produtos de degradacao, bem como a necessidade da conducgéo de
ensaios de estresse tal como previsto no guia da OMS e avaliagao critica do perfil de
degradacao e pureza cromatografica do ativo farmacéutico (70).



Quadro 4 — Comparativo entre os guias adotado pelas diferentes autoridades sanitarias que abordam o tema “degradacéo”.
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ICH ASEAN GCC OMS MCC ANVISA Referéncias
Ensaios de estresse v 4 v v v v
(7, 26, 57-60, 65-70)
Definicdo de limites de v N/A N/A N/A * v

notificacdo, identificacdo e
qualificacdo para avaliacado

de produtos de degradacéao

* Esse Guia traz apenas limites para identificacdo dos produtos de degradagéo, mas preconiza a qualificagao de produtos que apresentem suspeita de

toxicidade

N/A- ndo se aplica
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6.2 MODELO DE MONOGRAFIA PARA SISTEMATIZACAO DE INFORMAGCOES
SOBRE PRODUTOS DE DEGRADAGCAO

Com base na literatura estudada, foi proposto o seguinte modelo:



6.3 PROPOSTA DE MODELO DE MONOGRAFIA PARA
DEGRADACAO

PROPOSTA DE MODELO DE MONOGRAFIA

1- IDENTIFICACAO DO ATIVO FARMACEUTICO

57

PRODUTOS DE

Nomenclatura IUPAC*

Sinonimia

Registro CAS*

Formula

Estrutura Quimica

Peso molecular

Propriedades fisico-quimicas

Informagdes preliminares de

segurancga

* International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
*Chemical Abstracts Service (CAS)

a) Estabilidade

b) Armazenamento

c) Formas farmacéuticas disponiveis
d) Indicacoes

e) Via de administragéo

f) Dose diéria

Q) Posologia
h) Contra indicacéo e grupos de risco
i) Informagbes de controle de qualidade

2- ROTAS DE DEGRADAGCAO DO ATIVO FARMACEUTICO

a) Estabilidade
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b) Condicbes de estresse avaliadas/ rotas de degradacao

Preencher as condi¢des de estresse e produtos de degradacao formados a partir da
degradacao do ativo farmacéutico:

Condicoes de estresse | Produto de degradacgao Referéncias

3- IDENTIFICAGAO DOS PRODUTOS DE DEGRADAGCAO

Nomenclatura IUPAC
Sinonimia
Registro CAS

Formula

Estrutura Quimica

Peso molecular

Propriedades fisico-quimicas

Limites de seguranca

Informagdes preliminares de

segurancga

=N
1

INFORMACOES DE SEGURANCA DOS PRODUTOS DE DEGRADAGAO

a) Ensaios Toxicologicos

i Agudo

i. Sub- agudo

il Crbnico e sub- crénico

iv. ECso

V. Mutagenicidade e genotoxicidade
vi. Sensibilizacdo dérmica

vii.  Irritagdo cutanea

viii.  Irritagdo ocular
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iX. Efeitos sobre a reproducao
X. Carcinogenicidade

Para cada estudo toxicoldgico preencher:

Ensaio | Modelo teste Concentracao | Efeitos Resultado | Referéncia

teste Observados

b) Caracterizacao do risco para consumidores

5- INFORMACOES GERAIS

a) Formas farmacéuticas com estudos de degradacao descritos em literatura

6- LISTA DE REFERENCIAS CITADAS NA MONOGRAFIA.
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6.4 MONOGRAFIA PARA PRODUTOS DE DEGRADAGCAO DO ACIDO
ASCORBICO E VALIDAGCAO DO MODELO

1. IDENTIFICACAO
a) Preencher para o &cido ascérbico:

Quadro 1 - Identificacdo do &acido ascérbico e propriedades fisico-quimicas.

Nomenclatura lupac (R)-3,4-di-hidroxi-5-((S)-1,2-di-hidroxietil) furan-2(5H)-ona
Sinonimia Acido &corbico, acido treoascorbico, vitamina C, fator
antiescorbutico,
Registro CAS 50-81-7
Formula CeHgOp
Estrutura quimica
HO
O 20
HO .
HO OH
Peso molecular 176.12 g/mol
Aspecto Estado fisico Cristalino
pH 1,0-2,5a176g/la25°C
Ponto/intervalo de fusdo 190 —194°C
Pka1 4,17 (209
Propriedades fisico Quimicas | pka2 11,57
Hidrossolubilidade 176 g/la 20 °C
completamente soluvel

Informacdes preliminares de | Nao é uma substancia ou mistura perigosa de acordo
seguranca com o Sistema Global Harmonizado (SGH).

Fonte: Sigma Aldrich, 2011 (1); Eitenmiller, 1999 (2).

a) Estabilidade
A vitamina C é facilmente oxidada em solugao quando exposta ao ar, luz e em temperaturas
elevadas desenvolvendo uma coloracdo amarelo-bronze. O escurecimento (mudancga de cor) sinaliza

a degradacao. O 4cido ascérbico é estavel em ar seco, mas escurece quando exposto a luz (16).

b) Armazenamento
O &cido ascérbico deve ser armazenado em local fresco em recipiente herméticamente

fechado em lugar seco e bem ventilado. Apresenta sensibilidade a luz (3).

C) Formas farmacéuticas disponiveis
Comprimidos simples e revestidos, pastilhas, drageas, comprimidos efervescentes, solu¢des
e suspensdes orais, solugcdes de uso topico dermatolégicas, xaropes, solugbes injetaveis, drageas,

elixir, granulados, p6 injetaveis, por orais e efervescentes.
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d) Indicacoes

O &cido ascorbico, popularmente conhecido como vitamina C participa de uma série de processos
biol6gicos necessarios ao organismo humano como a biossintese de coladgeno, carnitina e
neurotransmissores. Possui origem sintética ou natural, sendo encontrado em frutas frescas e
vegetais (4).

A deficiéncia em vitamina C provoca o escorbuto, sindrome caracterizada por fragilidade
capilar, sangramento, anemia normocitica e macrocitica, lesbes 0sseas e na cartilagem. Sendo
assim, essa vitamina é indicada no tratamento e prevencado dessa doenca em adultos, criangas e
idosos e possui evidéncias que demonstram a eficadcia na reversdo do escorbuto (5). Além da
prevencdo e tratamento do escorbuto, a vitamina C possui eficacia comprovada na redugdo da
progressao de degeneragao macular avangada ou da perda de viséo (6).

A vitamina C é utilizada juntamente com a desferroxamina para potencializar a agédo de
quelagem de ferro em pacientes com acumulo cronico desse ion. Em estados de deficiéncia desse
ion, o &cido ascérbico é utilizado para aumentar a absorgdo do ferro no trato gastrointestinal (5).
Varios outros beneficios sdo também atribuidos a vitamina C, como agédo antioxidante, anti-
aterogénica, anti-carcinogénica, imunomoduladora e auxiliar do sistema imunologico (4).

E relatada a utilizagdo da vitamina C no tratamento da metaemoglobinemia; como acidificante
da urina; como antioxidante em formulagbes farmacéuticas; no tratamento da tirosinemia tipo Il;
deficiéncia de glutationa sintetase; na doenga de Alzheimer; na aterosclerose; cancer;
trombocitopenia purpura idiopatica; desordens psiquiatricas; infertilidades; asma; tétano; osteogénese
imperfeita; doenca de Paget; abstinéncia de opioides e acdo benéfica na defesa do aparelho
respiratorio (5). No entanto, alguns desses usos e beneficios atribuidos a vitamina C ainda carecem
de estudos que comprovem sua eficacia (6).

Trabalhos conduzidos com a vitamina C que mostram seu papel nos mecanismos de defesa
do aparelho respiratério, auxiliando na redug¢do do tempo de duragédo dos resfriados, mas sem
maiores beneficios na redugé@o da incidéncia de resfriados através da profiliaxia com o uso de altas
doses (7-11).

e) Via de administra¢do

Oral, injetavel, tépica (5)
f) Dose diaria
E indicada a adminstragdo diaria de 30 a 100mg de vitamina C para adultos (5). Em geral, a

ingestdo diaria recomendada é de 75 mg/dia e 90 mg/dia de vitamina C para mulheres € homens

adultos, respectivamente. O limite maximo toleravel de ingestdo da vitamina C é de 2 g/dia (7)
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Quadro 2 - Ingestao diaria recomendada da Vitamina C segundo faixa etaria, género e estados

fisiologicos.
Indices recomendados pelo Food and Nutrition Board USA Indices recomendados
Food Standards Agency UK
Idade/Grupo/Estado fisioldgico | Vitamina C (mg/dia)
Neonatos
0-6 meses 40* N/A
6-12 meses 50*
Criancas
1- 3 anos 15 30
4-8 anos 25
9-10 anos 45
11-13 anos 45 35
14 anos 65 e 75 (mulheres e
homens)
Homens
18 anos 75 40
19-30 anos 90
31-50 anos 90
51-70 anos 90
> 70 anos 90
Mulheres
18 anos 65 40
19-30 anos 75
31-50 anos 75
51-70 anos 75
> 70 anos 75
Gravidas
14-18 anos 80 N/A
19-30 anos 85
31-50 anos 85
Lactacao
14-18 anos 115 N/A
19-30 anos 120
31-50 anos 120

Fonte: Food and Nutrition Board (8), Food Standards Agency (9).
*UK(Reino Unido); USA (Estados Unidos da América)

*N/A- ndo se aplica

Q) Posologia

Quadro 3 - Posologia recomendavel para o acido ascorbico nas diferentes condi¢cdes de saude.

Posologia recomendada

Referéncias

Prevencdo da deficiéncia de
vitamina C

25 a 75mg ao dia

()

Tratamento do escorbuto

Em criancas:

1 més a 4 anos- 125 a 250 mg diarios dividido em
1 ou 2 doses;

4 a 12 anos- 250 a 500 mg diérios dividido em 1
ou 2 doses;

12 a 18 anos- 500 a 1000 mg dividido em 1 ou 2
doses;

(10)

Tratamento do acumulo crénico de
ferro

100 ou 200 mg ao dia associados com a
desferroxamina

Auxiliar do sistema imunoldgico

dose diaria de 1g a 2g
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h) Contra indicagao e Grupos de Risco

A vitamina C é contra indicada em pacientes com insuficiéncia renal e hiperoxaldria
aumentando a excrecao de oxalato, derivado metabdlico da vitamina C é contra indicada em
pacientes com deficiéncia em Glucose-6-fosfato desidrogenase onde o risco de ocorréncia de
hemolise aumenta (5, 12).

i) Informacdes de controle de qualidade

Monografias do acido ascérbico estdao descritas nos compéndios oficiais como Farmacopeia
americana USP, Farmacopeia Britanica, Farmacopeia Europeia e Farmacopeia Brasileira (3, 13-15) O
quadro 6 mostra os testes de controle da qualidade exigidos para esse ativo e formas farmacéuticas

gue o contém.
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Quadro 4 - Ensaios de controle da qualidade existentes para o farmaco &cido ascoérbico e formas farmacéuticas nas monografias oficias da Farmacopeia
Americana, Britanica, Europeia e Brasileira.

Farmacopeia Americana

Farmacopeia Britdnica e Farmacopeia Europeia

Farmacopeia Brasileira

Acido ascorbico

Descricao, Identificacédo
Rotacgéo especifica.

Residuos de combustao.

Metais pesados.
Doseamento

Testes de Caracterizagao (aparéncia, solubilidade, ponto de fusao.
Identificacao,

Rotagéo optica especifica, determinacao de cobre, ferro, metais
pesados, cinzas sulfatadas. Determinacao de impurezas 2- furaldeido;
acido oxalico; acido d- sorbos6nico; metil d- sorbosonato; (5R)-5-[(1R)-
1,2-dihidroxietil]-3,4-dihidréxifuran-2(5H)-ona; (2R)-2-[(2R)-3,4-dihidroxi-
5-ox0-2,5-dihidrofuran-2-il]-2-acido hidroxi acético; metil (2R)-2-[(2R)-
3,4-dihidréxi-5-ox0-2,5-dihidrofuran-2-il]-2-hidréxiacetato

Testes de Descricao,
Identificacdo, doseamento.
Ensaios de Pureza (pH,
metais pesados, perda por
dessecacao e cinzas
sulfatadas)

Acido ascorbico
comprimidos

Identificagédo Dissolucao
Uniformidade de doses.
Doseamento.

Defini¢cdo, Identificagdo. Desintegracdo, doseamento

Teste de Identificacao.
Determinacéo do peso,
dureza, friabilidade,
desintegracao,
uniformidade de doses.
Testes de Dissolucéo e
Doseamento

Acido ascérbico

Identificacéao.

N/A

N/A

solucéo oral Conteldo de alcool.

Doseamento
Acido ascérbico Identificacdo, Doseamento
injetavel Doseamento Definigao, Caracterizagao. Determinagao do volume e

Identificacéao.

Endotoxinas bacterianas.

pH.
Limite de oxalato.
Outros

Identificacéo, Acidez.
Determinacgéo de acido oxalico

pH. Ensaio de pureza
(limite de oxalato).
Testes de segurancga
biolégica (esterelidade e
endotoxinas bacterianas)

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010; USP, 2011; BP, 2010; EP, 2009 (3, 13-15)

N/A- néo se aplic
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2 ROTAS DE DEGRADACAO DO ATIVO FARMACEUTICO

b) Condicoes de estresse avaliadas

i. Degradacéo aerbbica

O acido ascorbico é uma lactona insaturada (éster ciclico) que apresenta baixa estabilidade
em solugao aquosa a temperatura ambiente sendo rapidamente oxidado em &cido desidroascorbico.
As reacdes de degradagdao em meio aquoso dependem de vérios fatores como pH, temperatura e
presenca de oxigénio, sendo catalizada por fons metalicos, principalmente o Cu** e Fe** (17-19). O
acido ascérbico € sensivel ao ar e a luz e deve ser mantido em um contéiner fechado e protegido da
luz (3).

Em solugéo, a forte propriedade redutora da vitamina pode levar mudangas oxidativas rapidas
e excessivas com a conversdo no acido deidroascérbico. A hidrélise irreversivel do &cido
desidroascérbico produz o &cido biologicamente inativo 2,3-diceto-L-guldnico (2). Essa reagéo ocorre
de forma mais acelerada quando a vitamina encontra-se em solugéo bésica (20)

O &cido ascoérbico é um acido fraco com pK1 proximo a 4,2, sendo assim ele é facilmente
dissociavel em valores acima desse pH. A estabilidade do acido ascérbico pode ser melhorada com a
reducdo do pH para valores abaixo de 2 (6).

Normalmente a reacao de oxidacao do acido ascdrbico freqlientemente envolve radicais livres
e outras reagcbes em cadeia. A reagdo mais comum € a de auto oxidagdo. A reacao de oxidacdo do
acido ascoérbico pelo fon Cu®" inicialmente envolve a lenta oxidagdo do ion ascorbato pelo ion de
cobre em uma semiquinona, que é rapidamente oxidada pelo oxigénio no acido desidroascorbico

(21). A reacao se processa da seguinte forma:

1. Nos equilibrios acidos os anions (HA e A%) so estabilizados pela distribuicdo da carga através do

sistema enona O1=C1- C2=C3-083, sendo o hidrogénio mais acido o do grupo hidroxil ligado ao C3.

0 0
OH
Q" 07 =0
—_— +
o 3 + 2H 4+ 2e-
HO—CHH HO—CHH O
CH,OH CH,OH

Fonte- Reacdo adaptada de Fornaro, 1998 (22).

2. A perda de um elétron leva a formagéo do radical L-ascorbato intermediario, HA, também chamado

acido monodesidroascoérbico ou acido semidesidroascorbico.
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OH
o

)

HO—-CHY O
équ::H
HA

acido monodesidroascdrbico

Fonte- Reacado adaptada de Fornaro, 1998 (22)

3. A espécie HA se dissocia (pKa = -0,45) formando o radical A

Fonte- Reacdo adaptada de Fornaro, 1998 (22).

4. A perda do segundo elétron leva a formagéo do acido desidroascérbico.

U
o o
-— + e-
HO-CHH O
CH,OH

dcido desidroascdrbico

Fonte- Reacado adaptada de Fornaro, 1998 (22).

* As reagbes que ocorrem de 2 a 4 sao reversiveis com a formagao de radicais livres intermediarios.

No total 2 elétrons e 2 prétons séo perdidos.

5. Em meio aquoso é importante considerar que o acido Ldesidroascorbico predomina (99%) na
forma da espécie biciclica hidratada, bc (Aox), apresentando uma constante de equilibrio elevada 1.6,
K =6 x10° mol/L.
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0
0O OH o o
0
+ H,0 -
OH
HO-CHH O O GHOH
CH,OH
be (Aox)
Afox)

Fonte- Reacado adaptada de Fornaro, 1998 (22).

A reagédo de decomposicao do &cido desidroascarbico ocorre através da abertura do anel por

hidrélise com a formacgéo do acido 2,3-diceto-L-guldnico (reagéo considerada irreversivel).

HO

HO—CH.,
HO + H,O = 2 COOH

acido desidroascarbico acido 2 3-diceto-L-gulénico

Fonte- Reacéo adaptada de Fornaro, 1998 (22)

O &cido 2,3 dicetoguldnico diante da presenca de agente oxidante (por exemplo, H,O, ou
NaOCI) sofre oxidacdo, levando a formacdo de acido oxalico e acido L-trebnico (17, 23). Esses
compostos séo verificados também no organismo humano como os principais produtos de

metabolismo do &cido ascorbico (4).
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H H H
oH OH OH
HO HO HO
o 0 e-/-2 oy 0 0 e 0 0
- ; - ———
— -2 — + B
HO oH 0* 0 0 0
L-xilose
.'.

acido 2.3 diceto-L-guldnico

acido L-xilénico 2
+ l

acido L-lixdnico .. .
acido oxalico
+

acido L4trednico

Fonte- Reacédo adaptado de Sheraz, 2009 (19)

HO ]

oH O
0 0 .. HO_GHEMCOOH H.0 EDDH + MOH
HO = —
— oH O naoct ©OOH OH  OH
8 ]
Acido desidroascarhico acido 2 3 dicetoguldnico acido oxdlico dcido Hrednico

Fonte — Reacéao adaptada de Connors, 1986 (17).

i. Degradagéo anaerébica

Em condigbes anaerdbicas, o acido ascorbico sofre desidratacdo e hidrolise originando o
furfural e o diéxido de carbono. A reacao de desidratacdo em meio &cido é muito mais rapida do que
em meio basico, em funcao da catélise realizada pelo ion de hidrogénio (17).

Em condigcbes acidas e anaerdbicas, uma molécula de furfural é produzida para cada
molécula de acido ascoérbico (23). A taxa de degradagcdo € maxima em pH 4,1, valor correspondente

ao pKa do 4cido ascérbico, em razdo da formagdo de um complexo sal-acido na solugéo (19).
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HO
HO 0
o 0
o 0 Q ’.-'
HO — HO "
— D 2H,0 0 0
HO  OH HO O

acido ascorbico acido monodesidroascdrbico
i COOH . 0
H.C
: |:| H ':I

Z furfural

Fonte- Reacado adaptada de Shaik, 1996 (23).

iii. Outras reacbes de degradacdo em meio acido

Outra reagao paralela de degradacédo ocorre quando o acido ascérbico € mantido em meio
acido em condicoes aerobicas. O acido ascorbico oxida em acido desidroascoérbico que, apds
hidrélise, gera o acido dicetogulénico, esse sofre descarboxilagdo gerando o intermediario L-xilosona
(D-treo-pentulose), que por meio de reagbes intermoleculares de redox desidratagdo gera outros
produtos de degradacdo como o &cido 2-furoico e o 3-hidroxi-2-pirona e 3,4 diidroxi-5-metil-2-(5H)-
furanona (24-25).

Seguem as duas reacgbes de degradacao que podem ocorrer com o acido ascérbico em meio
acido. Na primeira reagao, o acido ascorbico em condigées anaerébicas da origem ao furfural, e na
segunda reagao, em condigdes aerdbicas origina através do acido desidroascorbico o acido 2-furoico,
a 3-hidréxi-2-pirona o 3,4 diidroxi-5-metil-2-(5H)-furanona e outros produtos de degradagao (24-25).
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a OH O OH OH
acido ascarbico \ Scid o-L- desmr-:uasc-jrhic-:u acido 2.3 diceto-Fguldnico / kxilosona

N 2. COOH P
- HO-CH, COOH
OH OH :

| j

OH OH
HO—CHE/*\“AJ\COOH

HO-CH, CHO
OH / l \\\
l OH 0 P - _CH,
fo%_ H 0 o
0 i © —
5 . 0 oy HO 2H
o e 3, 4-dihidréxi-5-
furfural Fhidrdxi-2-pirona acida 2-furgico metik2 (54}
furancna

Fonte: Reagao adaptada de Yuan & Chen,1998; Sawamura,1994 (24-25).

iv. Degradagéo por aquecimento

Em um trabalho conduzido por Tatum et al (1969) (26) foram identificados 15 produtos de
degradacgéao a partir da degradacao por aquecimento do acido ascoérbico em meio aquoso . Entre os
degrandantes destacam-se: acido acético, furfural, 2- acetilfurano, 2,2-difuril-metano, &lcool furfurilico,
gama-butirolactona, 2-5(H)-furanona, metil ciclopentenolona, 3-hidréxi-2-pirona, 2-hidréxi-acetil
furano, acido 2,5 diidrofuroico, desoxifuroin, &cido 2-furoico, furoin, furil. Esses autores sugeriram que
os produtos de degradacgao formados poderiam ser oriundos da auto-condensacao do furfural, maior

produto de degradacao formado nessa rota (26).

v. Fotodegradacéao
O acido ascérbico em solugdo aquosa na presenca de oxigénio e quando exposto a luz
ultravioleta é oxidado em &cido desidroascorbico (27). A reacdo de degradagao se processa conforme

0 exposto nos esquemas a seguir:
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Reacdo A
OH O
hv OH- HO-CH,
(1) @ — \MCODH
temperatura
ambiente OH O
(3)
ﬂl [011
0 o OH O
GOOH  + /(_‘f GOOH  + MGH
COOH HO OH COOH o oH
(4) (6) (4) (3)

Fonte- Reacado adaptada de Sheraz, 2009 (19).

Onde:

(1) acido ascorbico

2) acido desidroascoérbico
3) acido 2,3 diceto-gulbnico
4) acido oxalico

(5) acido L-trebnico

6) treonolactona

Em solugdo alcalina ou neutra o acido ascérbico sofre oxidagdo quimica ou fotoquimica
resultando no acido desidroascorbico. O acido desidroascorbico sofre saponificagdo do anel lacténico
na influéncia da solugédo basica produzindo o acido 2,3-diceto-gulénico. O acido 2,3-diceto-gulbnico
oxida em acido oxalico e em acido I-trebnico. Em temperatura ambiente o acido ascérbico também
sofre degradagao fotoquimica na presenga de oxigénio resultando em 4&cido oxalico e em

treonolactona.



Reacédo B

HO
O
hv @)
(1) — HOH,C +
-85C O,H
O oH

(7)

O O

quebra do anel

HO 0,CCO.H

(10)

H

(8)

K\ro\fo
(@) ' < O H

HO OH

Fonte: Reagao adaptada de Sheraz, 2009 (19).

Onde:
(1) acido ascorbico
7-8) hidroperoxidos de cetonas

(
(9) hidroperoxi hemicetal
(10) acido trebnico

o
O o
HOH.C
HO
ciclizagao H02
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A foto oxigenagdo a baixa temperatura do &cido ascorbico origina uma mistura instavel de
hidroper6xidos de cetonas que originam o hidroperoxi hemicetal. O hidroperoxihemicetal decompde

em aquecimento em éster de oxalato do acido trednico (28).

Quadro 5 - Condigbes de estresse e produtos de degradacao formados a partir da degradacao do

acido ascorbico.

Condicoes de estresse

Produto de degradacao

Referéncia

Aguecimento (em meio

aquoso)

acido acético, furfural, 2- acetilfurano, 2,2-
difuryl-metano, alcool furfurilico, y-
butirolactona, 2-5(h)-furanona, metil
ciclopentenolona, 3-hidroxi-2-pirona, 2-hidréxi-
acetil furano, acido 2,5 diidrofuroico,
desoxifuroin, acido 2-furoico, furoin, furil

(26)

Solucédo acida (em condicoes
anaerobicas)

furfural ,acido monodesidroascérbico

(17,19, 23-25)

guldnico, acido oxalico, acido I-trebnico
treonolactona, hidroperoxi hemicetal

Solugdo acida (condicbes | acido desidroascorbico, acido dicetogulbnico, (24, 25)

aerdbicas) acido 2-furoico ,3-hidroxi -2-pirona, 3,4 diidroxi-
5-metil-2-(5h)-furanona, I-xilosona

Solugcdo Basica (condigdes | acido 2,3 dicetogulénico, acido oxalico (19)

aerdbicas) acido I-trebnico

Exposigao Fotolitica acido desidroascorbico, &cido 2,3-diceto- (19, 27, 28)

lons metélicos

acido desidroascorbico

(17,19, 21, 22)
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Quadro 6 - Identificacé@o e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacéo furfural.

Nomenclatura IUPAC

furano-2-carbaldeido

Propriedades fisico Quimicas

intervalo de ebulicdo

Sinonimia furfural, 2-furaldeido
Registro CAS 98-01
Férmula C5H402
Estrutura Quimica
/ N\ H
O
(0]
Peso molecular 96,08g/mol
Aspecto Estado fisico Claro, liquido
Cor Castanho-claro
Ponto/intervalo de fusédo -36°C
Ponto de ebulicao inicial e | -162°C

Ponto de fulgor

60°C camara fechada

Limite de explosao, superior

19,3% (V)

Limites de explosao, inferior

2,1% (V)

Presséao de vapor

18,0 hPa a 55,0°C e 2,3 hPa a
20,0°C

seguranca

evidéncias de mutagenicidade e
carcinogenicidade.

Densidade de vapor 3.32 ( Ar=1.0)
Densidade relativa 1,16 g/cm3 a25°C
Hidrossolubilidade soluvel
Coeficiente de particdo n-| Log Pow 0,41
octanol/agua

Informacgdes preliminares de | Dose letal significativa,

Fonte: Sigma Aldrich, 2011 (29).

Quadro 7 - Identificagéo e caracteristicas fisico- quimicas do produto de degradacao acido oxalico.

Nomenclatura lupac

acido oxalico

Sinonimia acido etanodioico
Registro CAS 144-62-7
Féormula CQH204
Estrutura Quimica COOH
OOH
Peso molecular 90,03g/mol
Aspecto Estado fisico Cristalino
Cor branco
pH 1.3a9¢g/L
Propriedades fisico Quimicas Ponto/intervalo de fusdo | 189,5 °C

Ponto de ebuligdo inicial
e intervalo de ebulicdo

157°C a 1,013hPa

Presséo de vapor

<0,01 hPa a20°C

Densidade relativa

1,900 g/cm°a 20°C

Informacgdes preliminares de seguranga

Dose letal
teratogenicidade

significativa,

evidéncias

de

Fonte: Sigma Aldrich, 2011 (30).
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Quadro 8 - Identificacédo e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacao acido I-trebnico.

Nomenclatura IUPAC acido (2S,3R)-2,3,4-tri-hidréxi-butanoico
Sinonimia acido I-trebnico
Registro CAS 70753-61-6
Foérmula CgH14caO1o
Estrutura Quimica OH O
OH
OH OH
Peso molecular 310,27 g/mol
Aspecto pd
Propriedades fisico Quimicas Estado fisico
Cor bege
Ponto/intervalo | >300°C
de fuséo
Densidade 1,900 g/cm®a 20°C
relativa
Informacdes preliminares de seguranca Dados toxicolégicos indisponiveis

Fonte: Sigma Aldrich, 2011 (31).

Quadro 9 - Identificagédo e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacao acido

desidroascérbico.

Nomenclatura IUPAC (5R)-5-[(1S)-1,2-dihidroxietil]  oxolane-2, 3,4-
triona
Sinonimia acido desidroascérbico
Registro CAS 490-83-5
Férmula CGHGOG
Estrutura Quimica HO
0 _o
HO
@) 0]
Peso molecular 174,11 g/mol
Aspecto Estado fisico pd
Propriedades fisico Quimicas Cor bege
Ponto de fusdo/ponto de | 228°C
congelamento
Informacdes preliminares de seguranga Dados toxicolégicos indisponiveis

Fonte: Sigma Aldrich, 2011 (32).

Quadro 10 - Identificag&o e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradagao acido 2,3

dicetoguldnico.

Nomenclatura IUPAC

acido 4,5,6-tri-hidroxi-2,3-dioxo-hexanoico

Sinonimia acido 2,3 dicetogulénico
Registro CAS 3409-57-2
Formula CeHgO7
Estrutura Quimica
oH O
HO- CH,
- CO0oH
OH O

Peso molecular

192,124 g/mol

Informacdes preliminares de seguranca

Dados toxicolégicos indisponiveis

Fonte: Chembase (33).
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Quadro 11 - Identificagao e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacéo acido 3-hidréxi-

2-pirona.
Nomenclatura IUPAC 3-hidroxi-piran-2-ona
Sinonimia 3-hidréxi-2-pirona
Registro CAS 496-64-0
Férmula C5H303
Estrutura Quimica OH
_ O
NGO,
Peso molecular 112,08 g/mol
Propriedades fisico Quimicas Ponto de fusao 98,3°C
Coeficiente de particdo n- | 1,130
octanol/agua
Informacdes preliminares de seguranga Dados toxicolégicos indisponiveis

Fonte: ChemIdPlusAdvanced (34).

Quadro 12 - Identificagéo e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacéo acido I-

treonolactona.

Nomenclatura IUPAC 3,4-dihidroxi-oxolan-2-ona
Sinonimia L-treonolactona
Registro CAS 21730-93-8
Féormula C4H404
Estrutura Quimica Siz?o
HO OH
Peso molecular 118,09
Informacdes preliminares de seguranca Dados toxicolégicos indisponiveis

Fonte-ChemicalBook, 2008 (35).

Quadro 13 - Identificagao e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacéo 3,4 dihidroxi-5-

metil-2-(5H)-furanona.

Nomenclatura (28)-4-hidroxi-2-(hidroximetil)-2H-furan-5-ona
Sinonimia 3,4 dihidroxi-5-metil-2-(5H)-furanona
Registro CAS 3566-57-2
Férmula CsHgOy4
Estrutura Quimica 0
OHCH:;
HO OH
Peso molecular 130,1
Informacdes preliminares de seguranga Dados toxicologicos indisponiveis

Fonte: ChemicalBook, 2008 (36).
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Quadro 14- Identificacédo e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacéo acido acético.

Nomenclatura IUPAC

acido acético

Sinonimia acido etanoico
Registro CAS 64-19-7
Formula C,H,0,
Estrutura Quimica o
AOH
Peso molecular 60,05 g/mol
Aspecto Estado fisico liquido
Cor incolor
Odor acre
pH 2,4 a 60,05 g/l
Ponto de fusdo/ponto de | 16,2°C
congelamento
Ponto de ebulicdo inicial e | 117-118°C
Propriedades fisico Quimicas intervalo de ebulicdo
Ponto de fulgor 40°C camara
fechada
Limite de exploséo, superior 19,9% (V)
Limites de explosao, inferior 4% (V)

Presséo de vapor

73.3 hPaa50C e
15.2 hPa a 20°C

Densidade relativa

1,05 g/cm°®

Hidrossolubilidade

completamente
miscivel

Coeficiente de particio n- | Log Pow -0,17
octanol/agua
Temperatura de autoignicdo 485°C

Informacdes preliminares de seguranca

Dose letal significativa

Fonte: Sigma Aldrich, 2011 (37).

Quadro 15 - Identificagao e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacéo 2- acetil-furano.

Nomenclatura IUPAC

1-(furan-2-il) etanona

Sinonimia 2- acetil-furano, 2-furil-metil- cetona
Registro CAS 1192-62-7
Formula CeHeO»
Estrutura Quimica 0
e
O

Peso molecular 110,11g/mol

Aspecto Estado fisico Massa ou fragmentos

solidificados

Cor Amarelo claro
Propriedades fisico Quimicas Ponto de ebulicdo | 67°C a 13 hPa

inicial e intervalo de

ebulicao

Ponto de fulgor

71 °C camara fechada

Informacoes
seguranca

preliminares

de

Dose letal significativa, evidéncias de mutagenicidade

Fonte: Sigma Aldrich, 2011 (38).
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Quadro 16 - Identificacao e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacao alcool furfurilico.

Nomenclatura IUPAC

furan-2-il metanol

Sinonimia alcool furfurilico, 5-hidroximetilfurano
Registro CAS 98-00-0
Foérmula CsHgOo
Estrutura Quimica
/ \
(0]
OH
Peso molecular 98,1g/mol
Aspecto Estado fisico Claro, liquido
Cor incolor
Ponto /intervalo de fusao -29°C
Ponto de ebulicdo inicial e | 170°C

intervalo de ebulicdo

Ponto de fulgor 65°C camara fechada

seguranga

] o o Limite de explos&o, superior | 16,3% (V)
Propriedades fisico Quimicas || imites de explosao, inferior | 1,8% (V)
Presséao de vapor 7.3 hPa a 55°C e 0,7 hPa a 55°C
a20°C
Densidade de vapor 3,39 (ar=1.0)
Densidade relativa 1,135 g/cm° a 25°C
Informagbes preliminares de | Dose letal significativa, evidéncias de mutagenicidade,

evidéncias de carcinogenicidade.

Fonte: Sigma Aldrich, 2011 (39).

Quadro 17 - Identificagdo e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradagdo gama

butirolactona.

Nomenclatura IUPAC

oxalan-2-ona

Sinonimia gama butirolactona

Registro CAS 96-48-0

Foérmula C4HgO5

Estrutura Quimica
Lo

Peso molecular 86.089 g/mol
Ponto de fusao 4.33E + 01°C
Ponto /intervalo de fusdo -29°C

Propriedades fisico Quimicas | Ponto de ebulicdo 204°C
Coeficiente de particao n- | -0,64
octanol/agua (Log Pow)
Presséo de vapor 0,45 mm Hga 20°C

Informacdes preliminares de
seguranca

Dose letal significativa

Fonte: ChemldPlusAdvaced (40).
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Quadro 18 - Identificagao e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacao 2-5(H)-furanona

Nomenclatura IUPAC

2-5(H)-furanona

Sinonimia gama crotonolactona
Registro CAS 497-23-4
Formula C,H,0,

Estrutura Quimica

@)

(=0

Peso molecular

84,07g/mol

Propriedades fisico Quimicas

Ponto /intervalo de fusao

4-5°C

Ponto de ebulicdo inicial e
intervalo de ebulicdo

86-87°C A 16 hPa

Densidade relativa

1,185 g/mla 25°C

Informagbes preliminares de
seguranca

Evidéncias de carcinogenicidade.

Fonte: ChemIdPlusAdvanced (41).

Quadro 19 - Identificagdo e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradagdo metil

ciclopentenolona.

Nomenclatura IUPAC

2-hidréxi-3-metil- 2 ciclopenten-1-ona

Sinonimia metil ciclopentenolona
Registro CAS 765-70-8
Férmula CeHgOQ
Estrutura Quimica o
H,C 0
Peso molecular 112,13 g/mol
Ponto /intervalo de fusdo 104-108°C
Ponto de ebulicdo 204°C
Propriedades fisico Quimicas Coeficiente de partigao n- -0,64

octanol/agua (Log Pow)

Pressao de vapor 0,45 mm Hg a 20°C

Informacdes preliminares de seguranca

Dose letal significativa

Fonte: Sigma Aldrich, 2011(42).

Quadro 20 - Identificaga@o e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacéao furoin.

Nomenclatura IUPAC

1,2 bis (furan-2-il)-2-hidroxietanona

Sinonimia furoin
Registro CAS 552-86-3
Foérmula C10Hgo4
Estrutura Quimica OH
NS
(0] 0]
0

Peso molecular 192,17 g/mol

Ponto /intervalo de fusédo 134-137°C

Ponto de ebulicao 204°C
Propriedades fisico Quimicas Coeficiente de particdo n- | 0,54

octanol/agua (Log Pow)

Presséo de vapor 02,49 E-05 mm Hg

Informacdes de

seguranca

preliminares

Dados toxicolégicos indisponiveis

Fonte: Sigma Aldrich, 2011 (43).




Quadro 21 - Identificagao e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacéo 2,2’ furil.

Nomenclatura IUPAC 1,2-bis (furan-2-il)etano-1,2-diona
Sinonimia 2,2-furil
Registro CAS 492-94-4
Foérmula C10H604
Estrutura Quimica 0
® B
0O 0
(0]
Peso molecular 192,15 g/mol
Ponto /intervalo de fusdo 163-165°C
Coeficiente de particdo n- | 1,24
Propriedades fisico Quimicas | octanol/agua (Log Pow)
Presséo de vapor 9,55 E-09 mm Hg
Informagdes preliminares de | Dados toxicol6gicos indisponiveis
seguranga

Fonte: ChemIDplusAdvanced (44)

Quadro 22 - |Identificagéo e caracteristicas fisico-quimicas do produto de degradacao 2,2 difuril
metano.

Nomenclatura IUPAC 2-(furan-2-il-metil) furano
Sinonimia 2,2 difuril metano
Registro CAS 1197-40-6

Férmula CgHgOQ

Estrutura Quimica

/ \

o)
/' "0
Peso molecular 148,15 g/mol
Informagbes preliminares de | Dados toxicolégicos indisponiveis

seguranca

Fonte: Chemical source Association, 2010 (45)

acido 2,5 diidrofuroico; desoxifuroin; 2-hidréxi-acetil furano; hidroperoxihemicetal
2-hidroxi-acetil furano; acido furoico
Dados nao localizados.

4 INFORMAGCOES DE SEGURANGA DOS PRODUTOS DE DEGRADAGAO

a) Ensaios Toxicolégicos



i Agudo, incluindo DL50

Quadro 23 - Ensaios de toxicidade aguda do furfural.
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Ensaio Modelo teste Efeitos observados Resultado Referéncia
Ratos Sinais de toxicidade ou mortalidade no intervalo de 14 dias. | DLsy oral >102mg/kg (46)
Observagodes clinicas de toxicidade incluiram tremores, letargia,
exoftalmia e na necropsia observou-se pulmdes com
hemorragia, edema e exudagc&o de muco no intestino
Ratos Administrou-se furfural em solugdes aquosas de 50 mg/kg sendo | Alteracdes hepaticas foram | (51)
sacrificado 8 animais a cada 6, 12, 24 e 48 horas apos | significativas apés 6 horas de
administracdo. O figado dos animais tratados apresentou | administragdo do furfural reduzindo
Toxicidade glébulos eosinofilicos e um aumento de figuras mitéticas sem | em ndmero nos demais tempos
aguda (oral) apresentar necrose zonal ou massiva.
Ratos letalidade DL, variando de 50 a 149 mg/kg (48-49)
camundongos | letalidade DL, variando de 400 a 500 mg/kg | (48)
cachorros letalidade DL, variando de 650 a 950 mg/kg | (48)
cobaias letalidade DLsy 541 mg/kg (48)
Toxicidade ratos Aplicou-se concentracdes de 145 ou 171 ou 2020 mg/kg/dia de | DLsy dérmico 192 mg/ kg (47)
aguda furfural sobre 10% da superficie corporal dos animais , que
(dérmica) permaneceu por estado oclusivo durante 24 horas.Verificou-se
para os aniamis expostos sinais toxicoldgicos de letargia e sinais
necroscoépicos de congestdo pulomonar, edema, aumento do
figado e distensdo da bexiga urinaria
coelhos letalidade DLsy >310 mg/kg (50)
cobaias letalidade DLsy < 10000 mg/kg (48)

* concentracdo teste- ndo encontrada



ii. Toxicidade por dose de repeticdo (sub-agudo)

Quadro 24 - Ensaios de toxicidade sub aguda do furfural.
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Ensaio Modelo teste Concentracao Efeitos observados Resultados Referéncia
teste
ratos F344N 0, 15, 30, 60, | Nenhum rato morreu com a ingestdo da menor | NOAEL de 120 mg/kg/dia e LOAEL | (54)
120 ou 240 | dosagem; o peso corporal dos ratos tratados ao final | de 240 mg/kg/dia para toxicidade
mg/kg /dia | dos experimentos foi semelhante ao dos ratos | oral
durante 16 dias | controle (que receberam apenas o veiculo). Ratos
que receberam a maior dosagem de 240 mg/kg/dia
apresentaram dificuldade para respirar € 0s que
receberam a dosagem de 120 mg/kg/dia
Sub apresentaram inatividade
agudo oral | camundongos | 0, 25, 50, 100, | Ndo se observou anormalidades histopatolégicas NOAEL de 200 mg/kg/dia e LOAEL | (54)
(dose de | B6C3F1 200 e 400 de 400 mg/kg/dia para toxicidade
repeticao) mg/kg/dia oral
durante 16 dias
ratos Sprague | 0, 30, 55, 100 | Efeitos neurotdxicos e sistémicos NOAEL de 100 mg/kg/dia para | (52)
Dawley mg/kg/dia  de efeitos neurotoxicos e sistémicos.
furfural durante
28 dias
ratos Fischer | 0,30,60,90,120 Na dose mais elevada verificou-se uma reducédo na | NOAEL de 120 mg/kg/dia para | (55)
344 e 180 mg/kg/ | atividade plasmatica da alanina nas fémeas que | hepatotoxicidade
dia inicialmente | correspondeu a aumentos absolutos (111%) e
por 14 dias e | relativos (115%) no peso do figado desses animais
posteriormente
por 90 dias
ratos Fisher | 6, 12, 24, 48, | O tratamento com a maior dose (inicialmente de 192 | NOAEL de 96 mg/kg/dia para | (53)
344 96 e 192 | mg/kg/dia, reduzida posteriormente para 144 | toxicidade oral
mg/kg/dia mg/kg/dia e 120 mg/kg/dia) resultou em mortalidade

durante 28 dias

e aumento de peso absoluto e relativo dos rins e
figados das fémeas sobreviventes do grupo.




iii. Toxicidade por dose repetida (sub-crénico)

Quadro 25 - Ensaios de toxicidade sub cronica do furfural.
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180 mg/kg/dia
por 13 semanas

verificado um aumento na concentragao plasmatica de albumina e
na dose de 90 mg/kg/dia e 180 mg/kg/dia verificou-se alteragbes
hematoldgicas (reducédo de células de hemoglobina). Na dose
mais elevada de 180 mg/kg/dia, para as ratas fémeas, houve
aumento da atividade da fosfatase alcalina, da gama-
glutamiltransferase e aumento da concentracdo plasmatica de
albumina. Na concentragdo de 180 mg/kg/dia verificou-se um
aumento do peso do figado para os machos e alteragbes na
regido perilobular, mas auséncia de sinais de necrose. Para as
fémeas nao se verificou sinais de hepatotoxicidade.

hepatotoxicidade
de 53mg/kg/dia.

Ensaio Modelo teste Concentracao Efeitos observados Resultados Referéncias
teste
Ratos 0, 11, 22, 45, 90 | Nas dosagens de 22, 45 e 90 mg/kg/dia observou-se um aumento | NOAEL <11 | (54)
ou 180 mg/kg por | do peso dos pulmdes (ndo relacionados a dosagem) nos animais | mg/kg/dia com
13 semanas machos. Para machos e fémeas, a dosagem de 45 mg/kg/dia | base na
levou ao aumento absoluto no peso dos rins e a dosagem de 90 | vacuolizagédo
mg/kg/dia levou a aumento absoluto e relativo do peso dos rins e | citoplasmatica dos
figado. Para as fémeas ocorreu aumento absoluto no peso dos | hepatocitos de
rins nas concentracbes de 22 e 90 mg/kg/dia. Um decréscimo | ratos machos
dose relacionado foi verificado no peso do cérebro dos ratos
machos nas concentragdes de 22, 45 e 90 mg/kg/dia. Aumento na
vacuolizagdo citoplasmética dos hepatécitos das regides
centrilobular dos ratos machos ocorreram em todas as doses
Toxicidade administradas (11, 22, 45 e 90 mg/kg /dia).
sub crénica | Camundongos | 0, 75, 150, 300, | A dose de 600 mg/kg/dia levou a morte de boa parte dos animais | NOAEL de 75 | (54)
por dose 600 ou 1200 | (18/20) e a dose de 1200 mg/kg levou a morte de todos. Houve | mg/kg/dia com
repetida mg/kg/dia por 13 | redugao de peso corporal significativo nas dosagens de 150 e 300 | base na redugao
semanas mg/kg/dia para os rcamundongos machos. Percebeu-se uma | de peso corporal e
incidéncia aumentada de vacuolizagdo citoplasmatica nos | alteragdes
hepatécitos e uma necrose coagulativa centrolobular severa e | histopatologicas
dose-dependente (marcante nas dosagens maiores ou iguais a
150 mg/kg/dia nos camundongos machos e de 300 mg/kg/dia nos
camundongos fémeas).
Ratos 0, 30, 60, 90 ou | Para os ratos machos, nas doses de 30 e 90 mg/kg/dia foi | O NOAEL para a | (55-57)




Quadro 25- (Continua) Ensaios de toxicidade sub crénica do furfural.
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(durante 30 dias),
40 mg/kg/dia (31°
dia ao 60° dia) e
50 mg/kg/dia (61°
ao 90°dia)

durante os primeiros 30 dias; doses de 40 mg/kg/dia do 31° ao
60° dia de tratamento, e 50mg/kg/dia do 61° ao 90° dia
apresentaram redugéo dos depdésitos de glicogénio hepatico, e
reducdo da enzima G6PD (glicose-6-fosfato desidro-oxigenase).

no estudo avaliado
implicou na
depressao da fungao
de desintoxicacao
dos hepatécitos e um

desequilibrio

enzimatico com
reducdo progressiva
da G6PD dos
hepatocitos da
periferia  ao centro
lobular gerando
insuficiéncia

funcional hepatica.

Ensaio Modelo teste Concentragao Efeitos observados Resultados Referéncias
teste

Ratos 20, 30, 40 ml/kg | Os animais sacrificados com 90 dias apresentaram sinais | Degeneracao nos | (51)
(duragdo de 120 | degeneragdo nos hepatdcitos e alguns sinais de regeneracao | hepatécitos e alguns
dias) hepatica, com elevado numero de células em mitose. Nos | sinais de

animais sacrificados com 120 dias, verificaram-se sinais clinicos | regeneracao
semelhantes e mais intensificados hepatica,

Ratos 1200 mg/kg/dia | toxicidade hepatica A hepatotoxicidade | (58)
de furfural pelos do furfural foi
primeiros 30 dias relacionada ao
e 1700 mg/kg/dia aumento do ndmero

Toxicidade pelos até o final e focos positivos para

sub crénica do experimento a glutationa s-

por dose (150 dias) transferase

repetida Ratos 30 mg/kg/dia | Ratos que receberam doses de 30 mg/kg/dia de furufural | A perda do glicogénio | (59)




V. Toxicidade ECs

Quadro 26- Ensaios de ECs, do furfural.

Referéncia

Ensaio Modelo teste | Efeitos observados | Resultado (mg/L)
Peixes
Agudo (14 dias) Poecilia reticulata, guppy letalidade Clgo 10,6
(IOg CL50 = 2’04)6
Agudo (96 horas) letalidade CLsq de 20,6
crescimento significativamente NOECP <0,426°
Crbnico (33 dias) Pimephales promelas reduzido, anormalidades LOECF® 0,426
morfoldgicas e letargia
Crobnico (32 dias) reducao da duracao larval NOEC 0,041
LOEC 0,097
Agudo (96 horas) Oncorhynchus mykiss, truta arco-iris letalidade CLsy" de 3,62
Agudo (96 horas) Lepomis macrochirus letalidade ClLs 5,8
Agudo (96 horas) Cyprinodon variegatus letalidade ClLs 14
Cronico (12 dias) Brachydanio rerio NOEC 0,33
Invertebrados
Agudo (72 horas) letalidade Clsp 13
Agudo (24 horas) letalidade CEs’ 29
Cronico (21 days) Daphnia magna Redugoes significativas na NOEC 1,9
reproducdo e crescimento LOEC 3,7
Agudo (48 horas) letalidade CEs5 19,9
Agudo (96 horas) Americamysis bahia letalidade Clgp 15
Agudo (96 horas) Mysidopsis Bahia" letalidade Cls, 10,6
Agudo (96 horas) Crassostrea virginica, ostra toxicidade ECso 19
NOEC 8,2
LOEC 13
Algas
Cronico (8 dias) Microcystis aeruginosa, alga toxicidade NOEC 2,7
Scenedesmus quadricauda, alga NOEC 31
Crobnico (96 horas) Pseudokirchneriella subcapitata, alga toxicidade CEsgp 29
Crbnico (7 dias) Lemna gibba, lentilha d’agua redugdo significativa de biomassa | CEsy 49
NOEC 0,29
LOEC 0,80
Crbnico (96 horas) Skeletonema costatum, diatomacea toxicidade CEsg 46
Navicula pelliculosa, diatomacea CEsg >42
Anabaena flos-aquae, alga CEsy 130

(61).
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? CLso- Concentragao de uma substancia que apresenta letalidade em 50% dos organismos testados.

® NOEC- Concentracdo sem efeito observavel. E a maior concentracido em um teste de toxicidade que ndo causa efeito estatisticamente significativo em
comparacao com demais controles.

° LOEC- Menor concentracdo com efeito observavel. E a concentragdo mais baixa em um teste de toxicidade que é capaz de provocar efeito estatisticamente
significativo em comparagdo com os controles.

9 efeitos significativos foram observados na menor concentragao testada, portanto, um NOEC nao p6de ser estabelecida a partir do estudo.

¢ O CLs, foi reportado como 109,6 umoles/L.

f Representa a melhor estimativa da concentragcao de exposicao real, o que corresponde a uma concentragdo nominal de 0,5 mg/L. Com base nisso, definiu-
se um NOEC, LOEC de 1,0 mg/L.

9 CEs- Concentracdo de uma substancia que é capaz de provocar algum efeito biologico em 50% dos organismos testados.

"Essas espécies foram renomeadas como Americamysis bahia



vi. Mutagenicidade e genotoxicidade

Quadro 27- Ensaios de mutagenicidade do furfural.
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Ensaio Modelo teste Concentragao teste Efeitos observados | Resultado Ref

In vitro
In vitro

S. typhimurium TA100 8000 ug/placa Mutacao reversa Positivo

S. typhimurium TA98 8000 ug/placa Nenhum efeito Negativo

E. coliWP2, WP2 uvrA 0.1-1000 pg/ml Nenhum efeito Negativo

S. typhimurium TA1535, 0,1-1000 pg/ml Nenhum efeito Negativo

TA100,TA1537,TA1538,TA98

S. typhimurium TA100, TA98, Up to 3460 pg/placa Nenhum efeito Negativo

TA1535 (62)

S. typhimurium TA100, TA98, 5766 pg/placa Mutacao reversa Positivo

TA1535 (fraco)

S. typhimurium TA100,TA1535,TA1537 200 000 pg/ml Nenhum efeito Negativo

modificado

S. typhimurium TA98, TA100 Up to 1000 pg Nenhum efeito Negativo

S. typhimurium TA104, TA102 96 pg/placa Nenhum efeito Negativo

Mutagéo S. typhimurium TA98, TA100, Up to 6667 pg/placa Nenhum efeito Negativo
reversa TA1535

S. typhimurium TA100, TA98 15-63 pg/placa Nenhum efeito Negativo

S. typhimurium TA100 (ensaio modificado) 426 pg/placa Nenhum efeito Negativo

S. typhimurium TA104 5-500 pg/placa Mutacao reversa Positivo

S. typhimurium TA100, TA102 5-500 pg/placa Nenhum efeito Negativo

S. typhimurium TA100, TA98,TA102 Up to 115 320 pg/placa Nenhum efeito Negativo

S. typhimurium TA98, TA100,TA1535, TA1537 | 33— 6666 ug/placa Inconclusivo
Negativo a,b

S. typhimurium TA100, TA102 100-10000 pg/placa Nenhum efeito Negativo

S. typhimurium TA104 100—-10000 pg/placa Inconclusivo

S. typhimurium TA102, TA104 100—-10000 pg/placa Nenhum efeito Negativo

S. typhimurium TA100 100-10000 pg/placa Inconclusivo




Quadro 27 - (continua) Ensaios de mutagenicidade do furfural.

Ensaio | Modelo teste | Concentragao teste | Efeitos observados | Resultado Ref
In vitro
Células de ovario de hamster chinés Up to 40 mmol/L (3840 mg) Aberracao Positivo
cromossémica
Aberragéo Células de ovario de hamster chinés 3000 pg/ml Aberragéo Positivo
cromossémica cromossémica
Células de ovério de hamster chinés 500 pg/ml Nenhum efeito Negativo
Células de ovario de hamster chinés 1000-2000 pg/ml Aberragéo Positivo
cromossémica
Células de ovério de hamster chinés Up to 1230 pg/ml Aberracao Positivo
cromossémica
Reparo de | B. subtilis H17 (rec+) and M45 Up to 1000 pg Nenhum efeito Negativo
DNA (rec)
B. subtilis H17 (rec+) and M45 1700-17 000 pg/disc Reparo de DNA Positivo
(rec—)
B. subtilis H17 (rec+) and M45 0.6 ml Nenhum efeito Negativo
(rec—)
Troca de | Células de ovario de hamster chinés 2500-4000 pg/ml Troca de | Positivo
cromatides cromatides (62)
irmas Linfocitos humanos Up to 0,035 mmol/La Nenhum efeito Negativo
Linfocitos humanos 0,07— 0,14 mmol/Lc Troca de | Positivo
cromatides
Células de ovario de hamster chinés Up to 1170 pg/ml Troca de | Positivo
cromatides
In vivo
Perda de | D. melanogaster 3750-5000ppm injecéao Perda de | Positivo
€Cromossomo €Cromossomo
sexual sexual




vii. Sensibilizagao dérmica

Quadro 28 - Ensaios de sensibilizacdo dérmica do furfural.
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Ensaio Modelo teste | Concentacao teste Efeitos Resultados Referéncia
observados
2% de furfural em petrolatum sob | nenhuma reagédo | Auséncia de reacao de sensibilizacao
humanos oclusdo durante 5 dias alternados por | de sensibilizagao (49)
um periodo de 48 horas foi verificada
Administracdo intradérmica de 0,1 ml | Sensibilizacao Resultado de sensibilizacao nao conclusivo
Sensibilizagdo de suspensado de furfural a 1,0% e | dérmica
dérmica posteriormente (3 semanas depois) | observada em 1 (49, 64)
0,25, 0,5 e 1,0% de furfural com | dos trés animais
Cobaias observacédo em 24 horas tratados com
furfural
Administragéo intradérmica de furfural | nenhuma reagéao | Auséncia de reacao de sensibilizagao
Cobais a 25% com observacao em 24 e 48 | foi verificada (47)

horas




viii Irritagao cuténea

Quadro 29 - Ensaios de sensibilizacao irritacdo cutdnea do furfural.

Ensaio Modelo teste | Concentracao Efeitos observados Resultados Referéncia
teste
Irritagd@o intensa, mas de carater reversivel foi verificado | 5 % de furfural produziu
em cobaias expostas a aplicacbes dérmicas de fural | uma reacdo de irritagdo
Cobaias 1% e 5% liquido durante 4 horas por dia, em um periodo de trés | suave e a aplicagdo de 1% | (65)
dias. Ja a aplicacao de furfural sobre pele intacta por 4 | de furfural ndo produziu
horas durante 20 dias sucessivos resultou em hiperplasia, | nenhum sinal de irritagao
hiperqueratose e exfoliacdo da epiderme
Irritacdo exposicao Com 72 horas, verificou-se um leve eritema em 1 dos | O produto foi considerado | (47)
Cutanea dérmica de 0,5 ml | animais e edema leve em 2 animais levemente irritante
Coelhos de furfural
(99,7%) por 4
horas
Exposicao Irritag@o leve nas concentragbes de 45-500 mg/kg/dia e | Estudo limitado, resultados | (60)
dérmica de 45- | morte de todos os animais na dose de 100 mg/kg/dia no | ndo conclusivos
Coelhos 500 mg/kg/dia | tempo de 12 horas

tempo de 12
horas

Quadro 30 - Ensaios de irritagdo ocular do furfural.

Ensaio

Modelo teste

Concentracéo teste

Efeitos observados

Resultados

Referéncia

Irritag&o ocular

Coelhos

0,iml de furfural a 99,7% administrado no
saco conjutival e avaliado por 14 dias

opacidade da
cérnea e conjutivite

severa

irritacéo | (67)




iv. Toxicidade Inalatéria

Quadro 31 — Ensaios de toxicidade inalatéria.

0Ss

Ens | Modelo Concentragado | Efeitos observados Resultados Referéncia
aio teste teste
ratos - letalidade ClLsode 4075 mg/m°® ap6s 1 hora de inalagéo
CLs, ratos - letalidade CLs, de 600 e 924mg/m° apés 4 horas de (60)
inalatério : inalagao —
camundong | - letalidade CLsgde 490 mg/m” apods 6 horas
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x. Efeitos sobre a reproducao

Quadro 32 - Ensaios de efeitos sobre a reprodugdo do furfural.

Ensaio Modelo Concentracao Efeitos observados Resultados Referéncia
teste teste
Ratas furfural 10, 50, | Verificou-se mortes excessivas nas duas doses | NOAEL estabelecido para | (57, 68-69)
gravidas | 100, 150, 250, | maiores, sendo administrado dosagem de 150, 250 e | toxicidade materna foi de
350, 500 ou 1000 | 350 mg/kg/dia nos grupos restantes. Em fungdo das | 100 mg/kg/dia
mg/kg/dia do 6 ao | excessivas mortes, 0s animais que receberam
15° dia de | dosagens de 250 e 350 mg/kg/dia foram sacrificados no
gestacao do 6° dia. Para as demais fémeas sobreviventes,
verificou-se que o0 crescimento e sobrevivéncia
intrauterina ndo foi afetada nas doses de 10-150 mg/kg,
Efeitos nao ocorrendo variagcdo no desenvolvimento fetal
sobre a | Ratas furfural 50, 100 e | Nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg/dia de furfural do 6° | NOAEL inferior a 50 | (69-70)
reproducdo | gravidas | 150 mg/kg/dia de | ao 15 ° dia de gestagdo, ocorreu elevado nimero de | mg/kg/dia para toxicidade
furfural por | mortes maternas. Sinais clinicos como exoftalmia | materna e NOAEL de ao
gavagem do 6° ao | bilatareal, tremores foram observados na concentracdo | menos 100 mg/kg/dia para
15° dia de | de 50 mg/kg/dia ou acima; perda de peso, | toxicidade no
gestacao hipoatividade, prostagdo, tremores, redugdo na | desenvolvimento fetal
defecagdo entre outros sinais clinicos foram
observados na concentracédo de 150 mg/kg/dia.
Coelhas | furfural 0, 25, 75 | Nao se verificou alteragdes clinicas nas ratas gravidas | NOAEL de 225 mg/kg/dia e | (70)
ou 225 mg/kg/dia | e nem alteragbes relacionadas ao desenvolvimento | LOAEL superior a 225
durante o primeiro | fetal mg/kg/dia para a toxicidade
dia de gestacao relacionada ao

ao 28°dia.

desenvolvimento e NOAEL
de 225 mg/kg/dia e LOAEL
de 300mg/kg/dia para a
toxicidade materna
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xi. Carcinogenicidade

Quadro 33 - Estudos de Carcinogenicidade do furfural.

Ensaio Modelo teste Concentracao Efeitos observados Resultados Referéncias
teste
Camundongos | furfural 0, 50, 100 | A incidéncia de adenoma hepatocelular nos | Incidéncia
ou 175 mg/kg | machos foi de 9/50 no grupo controle, 13/50 na | aumentada de
administrado por | dose mais baixa, 11/49 na dose mediana, 19/50 | inflamagdo crbnica
gavagem por 5 | na dose mais elevada. Para as fémeas a | hepatica relacionada
dias da semana | incidéncia de adenomas hepatocelulares foi de | a dose
durante 103 | 1/50 no grupo controle, 3/50 na dose mais baixa,
Carcinogenicidade semanas. 5/50 na dose mediana, 8/50 na dose mais (54)
elevada. A incidéncia de adenomas
hepatocelulares e de carcinomas combinados foi
de 16/50 no grupo controle dos machos, 22/50 na
dose mais baixa, 17/49 na dose mediana, 32/50
na dose mais alta e para as fémeas foi de 3/50 na
dose mais baixa, 7/50 na dose mediana, 12/50 na
dose mais elevada
Ratos furfural 0, 30, 60 | Necrose centrolobular hepatica foi verificada nos | Freqiéncia
mg/kg oral por 5 | ratos machos na seguinte propor¢do: 3/50 no | aumentada de
dias da semana | grupo controle, 9/50 na dose mais baixa, 12/50 na | necrose

durante 103

semanas

dose mais alta. Nenhuma outra lesdo foi
verificada nos demais grupos de ratos machos e
fémeas

centrolobular
hepatica relacionada
a dose nos ratos
machos
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b) Caracterizagcéo do risco para consumidores

Em geral os estudos toxicolégicos conduzidos com o furfural em animais possuem limitagées
e nem todos os resultados podem ser extrapolados para humanos.

O furfural apés exposigdo oral em ratos apresenta pelo menos 90% de absorgéo no trato
gastro-intestinal. Sua eliminacao é realizada através da urina (76-100%), fezes (2-7%) e transpiracao
(5-7%). Apos exposicdo dérmica ao furfural liquido, cerca de 3pg de furfural por cm® de pele é
absorvido pelos humanos. Apés inalagdo em humanos, a meia-vida do furfural € de 2- 2,5 horas. Com
base nesses dados tem-se que a 90% do furfural é absorvido quando administardo pela via oral e
100% pela via dérmica e inalatdria (60).

O furfural é considerado elemento quimico toxico apds exposigcdo oral, inalatéria e irritante
ocular e elemento causador de irritacdo na pele a depender da concentragao (para concentragdes tao
baixas quanto 0,1%, nado se verifica sinais de irritacdo). Nao apresenta, no entanto, capacidade
sensibilizadora da pele. Quanto a genotoxicidade, o furfural ndo é genotoxico in vivo, mas é capaz de
causar aberragdes cromossémicas e mutacao génica in vitro (60).

Apesar dos estudos existentes, nenhum é considerado conclusivo quanto a carcinogenicidade
do furfural. Sendo assim, ndo existem evidéncias adequadas em humanos quanto a
carcinogenicidade do furfural, sendo esse composto classificado como pertencente ao grupo 3
(compostos cuja evidéncia de carcinogenicidade é inadequada em humanos e inadequada ou
limitada em experimentos com animais) (71).

Em razéo de o furfural apresentar genotoxicidade in vitro, mas auséncia de genotoxicidade in
vivo e devido as mutagdes relacionadas a proto-oncogenes nos tumores hepaticos em camundongos
ocasionados pelo furfural diferirem daquelas avaliadas nos tumores hepaticos de camundongos do
grupo controle, sugere-se que a indugdo de tumores ocorra por um mecanismo distinto do genotéxico
(49).

A atividade carcinogénica do furfural apds exposicdo oral ndo se encontra completamente
elucidada uma vez que o componente de genotoxicidade in vivo aparentemente ndo se encontra
envolvido. Os dados verificados nos estudos indicam que esses tumores surgem como um
mecanismo secundario em conseqiéncia da hepatotoxicidade cronica (necrose hepatocelular)
provocada pelo furfural, sendo mais pronunciados nos animais do sexo masculino e dose dependente
e conseqlientemente nas doses em que nao ha toxicidade hepatica, ndo aparecem os tumores (60,
62). Sendo assim, o NOAEL de 53 mg/kg/dia, definido para toxicidade hepatica pode ser utilizado
para a caracterizagdo do risco de carcinogenicidade (60). A partir do NOAEL estabelecido para
hepatotoxicidade definiu-se, também, um indice de ingestao diario aceitavel (IDA) de 0,5 mg/kg de
peso corporal (62). Quanto a toxicidade reprodutiva, o furfural ndo apresenta carater teratogénico e

nem efeitos sobre érgaos reprodutivos apos exposigao oral e por inalagdo (60).
5 INFORMACOES GERAIS

Algumas alternativas podem ser aplicadas para minimizar a degradacao do acido ascérbico

em formas farmacéuticas orais, injetaveis e de uso tépico.
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O acido ascérbico é muito instavel sendo oxidado principalmente em condi¢cbes aerdbicas
(normalmente catalizada por cobre ou metais pesados), e em condigées de fotoexposi¢ao, diante de
umidade entre outras (20). A fim de minimizar essa degradacdo em formas farmacéuticas sélidas é
comum o emprego de excipientes anidros € no caso de capsulas, por exemplo, a utilizagdo de
invélucros hidrofébicos (72).

Para formas farmacéuticas em solugdo e em formulagdes tdpicas, a fim de aumentar a
estabilidade da molécula, pode ser adotada a estratégia de modificagdo da molécula via esterificagcao
com acidos organicos e inorganicos de cadeia longa. Outra estratégia adotada consiste na introducao
de um grupamento fosférico na posicao 2 da molécula, impedindo a quebra do sistema enediol (20).

Em formulagbes tépicas dermatoldgicas apresentadas como emulsdes é possivel aumentar a
estabilidade utilizando o sistema emulsionante agua- 6leo- 4gua ao invés do emprego do sistema
agua-o6leo (73).

A vitamina ¢ quando degradada em formula¢des parenterais, leva a alteragédo da coloragéo da
solucdo. A estabilidade da vitamina C em solugdes aquosas pode ser comprometida principalmente
pela presenga do CO, Assim o contato do ativo com o CO, pode ser minimizado utilizando os
seguintes procedimentos: durante a manufatura, substituir a solugdo de NaHCO; ou Na,CO; por
solucdo de NaOH, no momento de ajustar o pH. Utilizar agua previamente levada a ebulicdo para
remover o CO, dissolvido, eliminar ar nas ampolas utilizando nitrogénio ao invés de CO, Nessas

condicdes o pH 6timo para a estabilidade seria de 8 (74).
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7 DISCUSSAO

A presenca dos produtos de degradacdo mesmo que em pequena quantidade
pode influenciar na seguranca dos produtos farmacéuticos devido ao fato de serem
potenciais causadores de efeitos adversos em pacientes, principalmente quando
possuem estrutura quimica notadamente conhecida por sua carcinogenicidade e ou
genotoxicidade (3).

Ao mesmo tempo em que existem produtos de degradacao de carater téxico,
ha também aqueles que sédo in6cuos a depender da concentracdo na qual se
encontram presentes no insumo ativo ou forma farmacéutica. Nesse sentido, é
importante essa diferenciagdo, para a aplicacdo de tratamento adequado a essas
impurezas. Um produto de degradacdo que nao representa risco sanitario nao deve
ser tratado de forma idéntica aquele produto que possui risco associado.

Diante de uma impureza de carater téxico, deve-se tentar elimina-la ou
minimiza-la, seja através de alteracdes na rota de sintese do ativo, alteracdo dos
intermediarios utilizados na sintese, alteracées na fabricacdo do medicamento,
excipientes, materiais de embalagem, cuidados de conservagao entre outros (62).
Diante da impossibilidade de eliminicado dessa impureza, deve-se mensurar 0 risco
relacionado a sua ingestdo, e se a quantidade ingerida atende os limites definidos
nos guias regulatérios mundialmente conhecidos.

A qualificacdo de um produto de degradagdo quando realizada através da
conducao de ensaios toxicolégicos é uma alternativa onerosa. Na maioria das vezes,
os padrées de qualidade dessas impurezas de degradacdo ndo se encontram
disponiveis, demandando a necessidade do isolamento, caracterizacdo e posterior
qualificacao do produto de degradacao, processo de custo elevado e que demanda
tempo consideravel.

O fabricante do medicamento ao iniciar o processo de desenvolvimento, deve
definir o perfil de impurezas e um método indicador de estabilidade adequado. A
definicdo desse perfil é necessaria a fim de estabeler a origem das impurezas
encontradas no medicamento, ja que essas podem ser relacionadas ao processo de
sintese, a degradacgéao do ativo entre outros (19).

O método indicador de estabilidade deve ser capaz de mensuar o ativo
farmacéutico diante de todas as impurezas presentes no mesmo (método especifico)



102

ou mensurar tanto o ativo farmacéutico quanto impurezas existentes (método
seletivo). A escolha do método mais adequado devera ser realizada conforme o
propésito do pesquisador (12).

A melhor forma de evitar a conducao de estudos toxicolégicos quando diante
da necessidade de qualificacdo de um produto de degradacao € investir na pesquisa
e desenvolvimento de formulacdes robustas, seguindo o conceito “quality by design”.
Esse principio seria pautado pelo estabelecimento de paradmetros de qualidade e
controle das alteracbes que possam influir negativamente no processo fabril,
consolidando, dessa forma, a qualidade do produto fabricado ao longo do tempo
(71). Investimento em pesquisa e desenvolvimento também é fundamental para a
fabricacdo de um medicamento com parametros de qualidade, seguranca e eficacia
(72).

Atualmente existe uma série de ferramentas uteis para o setor de pesquisa e
desenvolvimento que contemplam informacdes cientificas a cerca dos compostos
quimicos pesquisados. Podem ser utilizadas como ferramentas as bases de dados
que contém informcdes toxicoldégicas e referentes a degradacdo, bem como
programas que permitem avaliar potenciais estruturas quimicas alertas para
genotoxicidade (50-51).

Ressalta-se, também, a importancia dos guias regulatérios existentes e que
deverao ser considerados no momento de formulacdo dos medicamentos. Esses
guias trazem os principais limites a serem adotados para as impurezas presentes
nos medicamentos a serem registrados conforme a legislagcdo local do pais
especifico. Esses guias regulatérios de diversos paises tém apresentado uma
harmonizacdo dos parametros adotados para o0 assunto “degradagcdo em
medicamentos” como pode ser verificado nos guias adotados pela comunidade
europeia, asidtica, Africa do sul, Estados Unidos, Australia, Canadé, Brasil (7, 57,
65, 67-68).

Grande parte das informagdes existentes sobre degradacao de medicamentos
nao se encontram consolidadas em documentos Unicos, boa parte delas estao
disponiveis em bases de dados ou em informagdes cientificas literarias que ora
trazem apenas a rota de degradacdo de um determinado ativo e formulacéo
farmacéutica, ora a identificacdo e caracterizacdo das impurezas de degradacéo, e

em menor quantidade documentos que contemplam o conjunto de informacgdes
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agrupadas (rotas de degradacao, identificagdo, caracterizagdo e qualificacdo dos
produtos de degradacao).

A maioria dos trabalhos existentes é disponibilizada pela prépria industria
farmacéutica, detentora dos padroes e das informacdes e referentes a sintese dos
ativos farmacéuticos e das impurezas de degradacédo, haja vista, o elevado custo
inerente a sintese e caracterizacdo dos padrées de impurezas de degradagao que
muitas vezes impossibilita que pesquisadores de universidades ou outros centros de
pesquisa particulares possam conduzir tais estudos.

Nesse sentido, a existéncia de monografias que contemplem informacdes
sobre rotas de degradacdo de ativos farmacéuticos, prinicpais produtos de
degradacao formados e informagdes toxicologicas releventes a cerca de produtos
descritos em literatura é Gtil no momento do desenvolvimento de uma formulagéo.
Essas monografias podem indicar um caminho a ser tragado no momento do
desenvolvimento de uma formulagédo e nos estudos de estabilidade adotados para o
produto fabricado.

Como exemplo classico desse trabalho utilizou-se a vitamina C a fim de
validar a proposta de monografia. Esse composto aparentemente inécuo e
amplamente utilizado pela populacdo possui 491 formas farmacéuticas que ja
obtiveram registro na Agéncia Nacional de vigilancia Sanitaria em algum momento,
podendo hoje encontrar-se ou ndo com seu registro vigente.

Entre as formas farmacéuticas registradas encontram-se comprimidos simples
e revestidos, pastilhas, drageas, comprimidos efervescentes, solugdes e suspensdes
orais, solugdes de uso topico dermatoldgicas, xaropes, solugdes injetaveis, drageas,
elixir, granulados, pé injetaveis, pér orais e efervescentes, destacando-se o maior
namero de registros da forma farmacéutica comprimidos simples e revestidos (43%),
seguidos das drageas (14%), solugcdes orais (13%) e comprimidos efervescentes
(12%) (Figura 4). O &cido ascorbico encontra-se presente em varias categorias
terapéuticas como analgésicos, antiinfecciosos, estimulantes do apetite,
neurotdnicos, produtos para terapia sintomatica da gripe, produtos a base de calcio,
produtos ginecoldgicos, reidratantes parenterais, produtos para dietas especiais
sendo que a classe terapéutica na qual o acido ascorbico se encontra presente em
maior quantidade sao as vitaminas (85%) seguidas dos antianémicos (6%) (Figura
3).



104

O &cido ascérbico possui mais de 20 produtos de degradacao descritos em
literatura. Alguns desses produtos contituem produtos de degradacédo expressivos
qgue possuem ampla informacéo toxicolégica disponibilizada em trabalhos cientificos,
como o caso do furfural, produto de degradacao utilizado para a construgdo do
modelo proposto por esse trabalho. Outros produtos de degradacdo nao possuem
informacdes disponibilizadas ou os dados toxicolégicos ndo atestam risco sanitario.

O furfural possui limites estabelecidos como NOAEL para toxicidade hepatica,
IDA, genotoxicidade in vitro, dose letal oral significativa em ratos e dados
inconclusivos quanto a carcinogenicidade. Grande parte dos guias regulatérios
existentes sobre o furfural traz recomendagdes robustas referentes a sua presenca
em alimentos, produtos cosméticos, mas nao em medicamentos (73). No entanto, os
dados avaliados direcionam para uma postura de cautela em medicamentos que
possam conter o ativo acido ascérbico e o produto de degradacado furfural em
concentragdes significativamente elevadas e acima dos limites definidos para
toxicidade hepatica e ingestao diaria aceitavel.

As monografias farmacopeicas (Farmacopeia Brasileira, Farmacopeia
Americana) nao trazem recomendacgdes quanto ao controle dessa impureza no ativo
e formas farmacéuticas que contenham o &acido ascoérbico, j& a Farmacopeia
Britanica e a Farmacopeia Europeia trazem limites para o controle dessa impureza
no insumo farmacéutico ativo (74-77). Existem trabalhos publicados que trazem
alternativas a fim de aumentar a estabilidade das formulacées desenvolvidas
contendo o acido ascérbico e essas vias sao muito Uteis no momento do
desenvolvimento, pois permitem tracar estratégias que minimizam a degradacéo do
medicamento e garantem a estabilidade desse ao longo da sua vida util (78-79).

Nesse sentido, as monografias tém o papel de fornecer informacgdes
consolidadas referentes a produtos de degradacado que possam originar de um ativo
farmacéutico quando exposto a condicdes especificas de estresse. Essas
monografias servem de informacdo para os trabalhos de pesquisa e
desenvolvimento e até mesmo para a avaliacdo das documentacdes de registro de
medicamentos submetidas as diversas agéncias reguladoras. Indicando em alguns
casos, quando da presenca de dados toxicolégicos relevantes do produto de
degradacgdo, a tomada de conduta de prevencéao, eliminacdo ou reducado do produto
de degradacgao para niveis considerados seguros.
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8 CONCLUSAO

Com a elaboracao da monografia a cerca da degradacgao da vitamina C pode-
se concluir, que até mesmo uma substancia aparentemente indcua pode implicar em
risco sanitario quando degradada e a depender da quantidade e perfil do produto de
degradacao formado. No entanto, verifica-se também que nem todo produto de
degradacao formado possui risco sanitario associado, sendo assim, as condutas sob
o ponto de vista regulatério devem ser aplicadas caso a caso a depender do produto
de degradacéao e da quantidade formada.

Independentemente dos produtos de degradacédo formados, a fabricante do
medicamento deve deter um amplo conhecimento do produto que almeja registrar, o
implica em conhecer profundamente o comportamento e perfil de impurezas desse
produto.

Esse trabalho traz uma proposta valida para sistematizacdo de informacgdes
de seguranga de produtos de degradacdo. A publicacdo dessas monografias
permitird a disseminacao de informacdes disponiveis sobre produtos de degradacao
com atividade toxicologica relevante, facilitando a tomada de decisées quando da
presenca desses produtos em medicamentos formulados e submetidos ao registro
nas agéncias reguladoras.
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