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RESUMO

ULTRAMARI, M. A. Desenvolvimento de método indicativo de estabilidade para o
antineoplasico cloridrato de doxorrubicina e avaliagdo da toxicidade in vitro de seus
principais produtos de degradacdo. 2014. 130p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2014,

Em julho de 2008, a ANVISA publicou um informe técnico esclarecendo um item importante
da RE n2 1 (2005), que trata sobre os estudos de estabilidade de medicamentos. Este
documento originou uma nova RDC de n? 58, publicada em dezembro de 2013, a qual
estabelece limites para produtos de degradacdo em medicamentos. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar o comportamento do antineoplasico cloridrato de doxorrubicina frente a
condicBes de decomposicdo (hidrolise acida, basica, oxidagdo, temperatura e fotdélise), a fim
de se determinar suas principais vias de degradacdo e também elucidar as estruturas de seus
principais produtos de degradagdo. Para isso foi desenvolvido e validado um método
indicativo de estabilidade por HPLC-DAD-MS, o qual utiliza como fase estaciondria uma
coluna Luna C18(2) (150 mm x 3,0 mm, 3 um) com gradiente de fase movel de tampdo
formiato de aménio 5 mmoles.L™” pH 3 e metanol e fluxo de 0,3 mL.min™. Ao longo do
estudo foram encontrados diversos produtos de degradacdo, dentre eles a 7-
deoxidehidrodoxorrubicinona, originada por hidrélise acida e também o produto da
degradacdo térmica de m/z 530, o qual foi encontrado nas analises do medicamento apds
expirado seu prazo de validade. Além disso, a avaliacdo da toxicidade in vitro de amostras
contendo produtos de degradacdo de origem térmica indicou atividade citotdxica para

células mononucleares.

Palavras-chave: produtos de degradacdo, HPLC, método indicativo de estabilidade, cloridrato

de doxorrubicina, toxicidade.



ABSTRACT

ULTRAMARI, M. A. Stability indicating method development for the antineoplastic drug
doxorubicin and in vitro toxicity evaluation of its main degradation products. 2014. 130p.
Thesis (PhD) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,

2012.

ANVISA has published in July 2008, a technical sheet explaining an important item of the RE
No.1 (2005), which describes drugs stability studies. This document originated a new RDC
No. 58, published in December 2013, which sets thresholds for degradation products in
pharmaceuticals. The aim of this study was to evaluate the behavior of the antineoplastic
doxorubicin when exposed to stress conditions (acid and base hydrolysis, oxidation,
photolysis and temperature) in order to determine the major pathways of degradation and
also to elucidate the structures of their main degradation products. To this was developed
and validated a target stability indicating method by HPLC-DAD-MS, with Luna C18 (2) (150
mm x 3.0 mm, 3 um) column as stationary phase and a mobile phase gradient composed of
ammonium formate buffer 5 mmoles.L'* and pH 3 and methanol with flow of 0.3 ml min™.
Throughout the study many degradation products was discovered, among them 7-
deoxydehydrodoxorubicinone, formed by acid hydrolysis and also the main product of
thermal decomposition of m/z 530, which was found in the analyzes of the medicine after
the expiry of its validity were found. Furthermore, evaluation of the in vitro toxicity of
samples containing degradation products of thermal decomposition was found to be

citotoxic for mononuclear cells.

Keywords: degradation products, HPLC, stress testing, forced degradation, doxorubicin,

stability-indicating method.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Histdrico e Definicdes

Criada pela lei n? 9.782 de 26 de janeiro de 1999, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) tem por finalidade promover a satde da populagdo por intermédio do
controle sanitario da producdo e da comercializacdo de produtos e servigos submetidos a
vigilancia sanitaria, inclusive dos ambientes, dos processos, dos insumos e das tecnologias a
eles relacionados (1). Este controle deve ser feito para que se garanta, principalmente, a

eficacia e a seguranca de produtos para a salide humana.

Um dos maiores alvos de fiscalizacdo da ANVISA sdo os medicamentos, que para
serem comercializados, devem passar por rigorosos testes, a fim de comprovar sua

qgualidade.

Para que um medicamento tenha qualidade ele precisa ser eficaz e seguro tendo um
processo de producdo de acordo com as exigéncias do drgdo regulatério. Aliado a isto,
devem ser adotadas boas praticas de fabricacdo e o controle de todas as substancias que
irdo compor o medicamento (seja o ativo farmacéutico, sejam os excipientes), a fim de se
prever a maior pureza possivel. Também é importante reconhecer que todos estes
compostos acabam por conter impurezas (2), o que pode interferir nas propriedades

toxicolégicas do medicamento.

As impurezas sdo resultantes de inimeras fontes, como por exemplo, das matérias-
primas, dos reagentes de sintese, como materiais de partida e ainda da degradacdo do
produto, que pode originar compostos indesejaveis durante o préprio processo de
fabricacdo, transporte ou ainda durante o armazenamento dos medicamentos. Entender a
origem, controlar e quantificar as impurezas, é importante e critico para a producdo de

farmacos e medicamentos com alta qualidade.

Os principais 6rgdos regulatérios do mundo trazem diferentes definicGes para
impurezas. O guia Q3A (R2) do International Conference on Harmonisation (ICH), que trata
sobre impurezas em novos principios ativos, define impureza como qualquer componente

do novo ativo que ndo é a prépria entidade quimica referente ao novo insumo farmacéutico
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ativo (3). Ja o guia do ICH Q3B (R2), que trata sobre impurezas em novos produtos
farmacéuticos define impureza como sendo qualquer componente do novo produto
farmacéutico que ndo é nem o principio ativo e nem os excipientes contidos no novo
produto (4). A ANVISA trata impureza como sendo qualquer componente do medicamento
gue ndo seja o farmaco nem o excipiente (5), assim como o guia Q3B (R2) do ICH. Todas as
defini¢Bes existentes para impureza podem ser resumidas como sendo qualquer substancia

gue afeta a pureza do material de interesse, ho caso um farmaco ou medicamento.

Segundo os guias anteriormente citados (ICH), as impurezas podem ser classificadas
em diferentes categorias: impurezas organicas, impurezas inorganicas e solventes residuais
(3). As impurezas orginicas podem surgir durante o processo de producdo e/ou
armazenamento do medicamento e podem ser conhecidas ou ndo, volateis ou ndo, e
incluem: materiais de partida, coprodutos, intermedidrios, produtos de degradacdo,
reagentes, ligantes ou ainda catalisadores (3). As impurezas inorganicas podem resultar do
processo de producdo e, normalmente, sdo conhecidas e identificadas e incluem: reagentes,
ligantes e catalisadores, metais pesados ou outro residuo de metal, sais inorganicos e outros
materiais como, por exemplo, carvdo vegetal (3). Solventes residuais sdo liquidos organicos
ou inorganicos utilizados como veiculos para o preparo de solucbes ou suspensdes, na
sintese do farmaco ou no processo de manufatura do produto. Como geralmente sdo
toxicologicamente conhecidos, existe um guia especifico do ICH (Q3C) destinado somente a
este topico (6).

A fim de se monitorar a presenca das diversas impurezas que podem ser encontradas
nos farmacos ou no préprio medicamento os guias do ICH para controle de impurezas, assim
como os guias do Food and Drug Administration (FDA) e mais recentemente os da ANVISA,

especificam limites aceitaveis para impurezas, os quais estdo indicados na tabela 1.
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Tabela 1 — Limites especificados para impurezas em farmacos.

Dose Diaria Limite de
Limite de Identificacdo® Limite de Qualificagio®
Maxima' Notificacdo?3
0,10% ou 1 mgingerido por 0,15% ou 1 mg ingerido por
<2 g/dia 0,05%
dia (o que for menor) dia (o que for menor)
> 2 g/dia 0,03% 0,05% 0,05%

Guia Q3A (R2) ICH — Impurities in new drug substances.
! Quantidade de farmaco ingerido por dia
2 Limites de notificagdo maiores devem ser cientificamente justificados

% Limites menores podem ser assumidos se a impureza for extremamente téxica

Se a porcentagem da impureza encontrada esta dentro do limite de notificacdo, esta
devera ser apenas reportada ao 6rgdo regulatério. Caso a impureza presente esteja em
concentracdo maior, dentro do limite de identificacdo, esta devera ser devidamente
caracterizada, ou seja, sua estrutura molecular e demais informac¢8es reportadas ao 6rgao
regulatério. Caso a impureza atinja o limite de qualificacdo, esta devera ser qualificada, ou
seja, deverdo ser reportados aos drgdos regulatdrios os dados toxicolégicos da molécula

encontrada.

Apesar de os produtos de degradagdo também serem considerados impurezas, estes
possuem atencdo especial quando se trata de limites. O guia Q3B (R2) do ICH (4), assim
como a RDC n? 58 da ANVISA (5), trazem limites especificos para produtos de degradacéo,
conforme as tabelas a seguir (Tabela 2-4) e definem produto de degradacdo como sendo
uma impureza resultante de uma alteracdo quimica do ativo farmacéutico originada durante
o processo de producdo e/ou devido aos efeitos, por exemplo, da luz, temperatura, pH,
umidade ou a reacBes com os excipientes e/ou contato com a embalagem primaria durante

o armazenamento do produto (4 e 5).
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Tabela 2 — Limites de notificacdo para produtos de degradagcdo em medicamento

Dose Diaria Maxima"’ Limite %3
<1g 0,1%
>1g 0,05%

" Quantidade do farmaco ingerido por dia.

? 0s limites para produtos de degradacdo sdo expressos em porcentagem do fadrmaco ou como a ingestdo diaria
total (IDT) de um produto de degradagdo. Limites menores podem ser assumidos caso o produto de

degradacdo seja extremamente toxico.

Limites maiores devem ser cientificamente justificados.

Tabela 3 — Limites de identificagdo para produtos de degradacdo em medicamento

Dose Diaria Maxima ' Limite 3
<1lmg 1,0% ou 5 ng IDT, o que for menor
1mg-10mg 0,5% ou 20 ug IDT, o que for menor
>10mg-2¢g 0,2% ou 2 mg IDT, o que for menor
>2g 0,10%

" Quantidade do farmaco ingerido por dia.

? 0s limites para produtos de degradacdo sdo expressos em porcentagem do fadrmaco ou como a ingestdo diaria
total (IDT) de um produto de degradagdo. Limites menores podem ser assumidos caso o produto de

degradacdo seja extremamente toxico.

Limites maiores devem ser cientificamente justificados.
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Tabela 4 — Limites de qualificacdo para produtos de degradacdo em medicamentos

Dose Diaria Maxima ' Limite 23
<10 mg 1,0% ou 50 ug IDT, o que for menor
10 mg—-100 mg 0,5% ou 200 ng IDT, o que for menor
>100mg—-2¢g 0,2% ou 3 mg IDT, o que for menor
>2g 0,15%

" Quantidade do farmaco ingerido por dia.

2 0s limites para produtos de degradac&o sdo expressos em porcentagem do farmaco ou como a ingestdo diaria
total (IDT) de um produto de degradagdo. Limites menores podem ser assumidos caso o produto de

degradacdo seja extremamente toxico.

Limites maiores devem ser cientificamente justificados.

Ao se comparar os limites de impurezas exigidos para farmacos com os exigidos para
medicamentos se pode perceber que os limites para produtos de degradagdo sdo mais
detalhados, dando, portanto, destaque a valores mais baixos de doses diarias. Ja os limites
para impurezas em ativos farmacéuticos sdo mais restritos. Isto ocorre, provavelmente, para
gue se tenha melhor controle sobre a qualidade da matéria-prima empregada para a

producdo de medicamento, a fim de que esta ndo agregue impurezas ao produto final.

Os limites acima indicados ndo servem para todos os compostos existentes. Quando
a impureza encontrada possui toxicidade conhecida e elevada, estes limites devem ser
ajustados para que se garanta a seguranca do produto. Como exemplo, podem ser
consideradas as impurezas genotdxicas, que ndo sdo mencionadas nos guias referidos, pois
possuem um guia especifico, o M7 do ICH, de fevereiro de 2013 (7), além de ser um assunto

de constantes discussGes no ambito académico (8).

Além das impurezas genotodxicas, as impurezas quirais também nao sdo mencionadas
nos guias do ICH, e neste caso, em nenhum outro guia de agéncias regulatdrias no mundo
(8). Talvez isto ocorra devido ao fato de as técnicas analiticas, que sdo atualmente utilizadas
para determinar e quantificar isémeros, serem, ainda, um desafio tecnolégico. Estas
impurezas quirais, apesar de serem quimicamente idénticas as moléculas de interesse,

sendo a Unica diferenca entre elas o arranjo tridimensional dos dtomos, deveriam ser
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cuidadosamente monitoradas, pois como ja comprovado in vivo, existem diferencas
significativas entre as acdes farmacoldgicas e principalmente toxicolégicas destas moléculas
(9).

Em 20 de dezembro de 2013 a ANVISA publicou a RDC n? 58, que estabelece
parametros para a notificacdo, identificacdo e qualificagdo de produtos de degradacdo em
medicamentos com substancias ativas sintéticas e semissintéticas, classificados como novos,
genéricos ou similares, e da outras providéncias (5). Esta resolugdo exige que as industrias
farmacéuticas realizem o monitoramento dos produtos de degradacdo dos medicamentos,
para conhecé-los, de forma a garantir, além da qualidade do produto, sua seguranca. E para

redigir tal resolucdo a ANVISA teve como base o guia internacional Q3B do ICH.

Esta nova resolugdo também traz providéncias quanto aos estudos que devem ser
realizados para que se conheca de fato o comportamento do ativo farmacéutico no
medicamento. Estes testes sdo conhecidos como testes de estresse ou ainda ensaios de
degradacdo forcada. Tais testes sdo usados para avaliar a formacdo dos produtos de
degradacdo e sdo objetos de estudo o medicamento, o farmaco isolado e o placebo. Estes
ensaios ajudam a entender melhor a cinética de formacdo dos produtos de degradacao,
além de ajudar a prever quais sdo os mais provaveis produtos de degradacdo que podem ser
realmente encontrados no medicamento que esta disponivel para a populagdo, e também
auxiliam no desenvolvimento de métodos analiticos especificos, chamados de métodos

indicativos de estabilidade.

O objetivo inicial deste teste é gerar produtos de degradacdo em quantidade
suficiente para poder se desenvolver e validar o método indicativo de estabilidade. Depois
de desenvolvido e validado, este método devera ser destinado a avaliar as amostras de
medicamentos provenientes dos estudos de estabilidade, o qual tem como objetivo geral

prever, determinar e acompanhar o prazo de validade do produto farmacéutico.

1.2. Impurezas e Produtos de Degradacdo em Medicamentos Genéricos

Publicado primeiramente em 1994, o guia Q3A do ICH trouxe a preocupacdo das

agéncias regulatérias do mundo com a presenca de impurezas em novos farmacos e
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medicamentos. Desde entdo, as agéncias passaram a exigir o monitoramento de tais

impurezas a fim de garantir, principalmente, a seguranca dos produtos farmacéuticos.

Para introduzir um novo medicamento no mercado, as indUstrias precisam investigar
tanto as impurezas contidas nos farmacos quanto os produtos de degradacdo que podem
ser formados ao longo do processo de fabricacdo, transporte e armazenamento do novo
produto. As industrias produtoras de medicamentos referéncia realizam os estudos de
degradacdo e perfil de impurezas no inicio dos testes com a nova entidade quimica e isto faz
com que elas conhecam melhor todos os interferentes oriundos da sintese do ativo, o que
pode auxiliar na otimizacdo do processo de producdo com consequente diminuicdo de
impurezas, além de gerar conhecimento sobre o perfil de degradacdo do ativo, o que
auxiliara nos estudos de formulagdo do novo produto e também na escolha das embalagens

primarias (10).

A criacdo em meados dos anos 90 da industria de genéricos no Brasil e no mundo
também gerou preocupagbes quanto as possiveis impurezas presentes nestes
medicamentos. No momento em que os genéricos sdo langcados no mercado, informacgdes
como a toxicidade do ativo, seus metabdlitos e as impurezas que podem ser encontradas no
medicamento sdo conhecidas e ja foram estudadas pela empresa inovadora (11). Porém, as
rotas de sintese dos farmacos, a origem dos excipientes e as formulagGes dos produtos
genéricos serdo diferentes do produto referéncia. Consequentemente, os genéricos poderdo
conter impurezas ndo conhecidas, ndo estudadas e nem contidas na monografia do ativo ou

em literatura cientifica (11), o que exige que novos estudos sejam realizados.

1.3. Meétodo Indicativo de Estabilidade

Como ja abordado anteriormente, um dos objetivos do estudo de estresse é gerar
amostras com quantidades suficientes de produtos de degradacdo que irdo auxiliar no
desenvolvimento do método analitico, o qual, mais tarde, sera utilizado para avaliar as
amostras provindas dos estudos de estabilidade, a fim de investigar a real presenca de

produtos de degradagdo no medicamento. Como a finalidade deste método é especifica



40

para avaliar a estabilidade dos compostos da formulacdo, este é chamado de método

indicativo de estabilidade.

Este método deve ser capaz de detectar concentra¢Bes baixas de produtos de
degradacdo, de separar adequadamente todas as substancias presentes na amostra e, se
possivel, identifica-las estruturalmente. Muitas vezes uma Unica ferramenta analitica nao é
capaz de realizar todas estas exigéncias de uma Unica vez, por isso, cada vez mais o uso de
técnicas hifenadas para a investigacdo de impurezas e produtos de degradacdo se faz

necessario.

A principal técnica empregada atualmente para analises de impurezas e/ou produtos
de degradacdo é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detec¢do por UV-
Visivel (detector por arranjo de diodos — DAD). Outras técnicas também podem ser utilizadas
ou associadas a cromatografia liquida para otimizar a separacdo dos compostos, como, por
exemplo, a cromatografia em camada delgada (TLC), eletroforese capilar (CE) ou ainda a

cromatografia gasosa (GC) muito utilizada para analise de compostos volateis.

QOutros tipos de detectores, como o de fluorescéncia (FD), espectrémetro de massas
(MS), indice de refracdo (IR), por espalhamento de luz (ELSD) e aerossol carregado (CAD),
também podem e devem ser utilizados quando possivel. A deteccdo por espectrometria de
massas permite identificar a maioria dos compostos em analise e, como o DAD, é capaz de

garantir a eficacia da separacdo através da comprovacdo da pureza do pico cromatografico.

Para se desenvolver um método indicativo de estabilidade trés importantes fatores
devem ser considerados: a amostra, a técnica de separacdo e o detector (12). A amostra
usada para o desenvolvimento do método deve ser representativa, ou seja, deve conter a
maior quantidade de produtos de degradacdo e impurezas possiveis. A escolha pode ser algo
gue se encaixe entre o pior caso de degradacdo e a degradacéo real, natural da amostra (12).
Como dificilmente é possivel escolher uma Unica amostra que possua estas caracteristicas, o
desenvolvimento pode ser feito com varias amostras diferentes, ao invés de uma unica, o
gue ira ajudar a desafiar a especificidade do método. Outra escolha importante é a técnica
de separagdo. Como ja dito anteriormente, a cromatografia liquida é a técnica mais utilizada
atualmente e o método de escolha para a separacdo dos compostos é a fase reversa (RP-

HPLC) (12). Tendo em ma&os as amostras mais representativas e ja tendo escolhido a RP-HPLC
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como técnica de separacdo, os parametros cromatograficos devem ser escolhidos e

testados.

O detector DAD é o mais utilizado para este tipo de analise, pois, além de ser um
equipamento relativamente barato, ele é capaz de analisar a amostra injetada, em uma
ampla faixa de comprimento de onda (200 — 800 nm) e por isso também gera informacses
importantes como a pureza de pico, a qual eleva a seletividade da deteccdo reduzindo a
interferéncia por coeluigdo, e também o espectro de absorg¢do das substancias (12). Técnicas
hifenadas com detectores em série também sdo uma boa opcdo para se obter mais

informagdes em uma Unica corrida analitica.

Para compostos que ndo absorvem no UV-Visivel, mas que sdo fluorescentes, o
detector por fluorescéncia é uma 6tima escolha, pois é bem especifico e seletivo, além de
ser um dos detectores mais sensiveis, sendo capaz de determinar concentragbes muito
baixas de analitos. Porém, recomenda-se que, no caso de métodos indicativos de
estabilidade, ndo se utilize este como Unica fonte de detec¢do, pois muitos produtos de
degradacdo podem ser moléculas que ndo possuem a propriedade fluorescente e, neste

caso, muita informacdo importante sera perdida.

Levando-se em consideracdo a semelhanca entre os produtos de degradacdo e o
farmaco, o melhor detector, capaz de diferenciar os compostos através do peso molecular
além de fornecer informacdes mais detalhadas sobre as estruturas das moléculas em
analise, é o espectréometro de massas (MS). Este detector sé ndo é o mais utilizado

atualmente devido a seu alto custo.

1.3.1. ldentificacdo de Impurezas e Produtos de Degradacdo

De acordo com os guias do ICH para impurezas em ativos e em medicamentos, o
menor limite especificado para impurezas é de 0,1% de acordo com a dose diaria ingerida
(3,4). Portanto, é importante que o limite de quantificacdo do método seja de no minimo
0,05% e para isso o método deve ser sensivel. Acima destes limites as substancias
encontradas devem ser identificadas, ou seja, sua estrutura molecular deve ser descoberta e

devidamente reportada para a agéncia regulatéria. A identificacdo dos produtos de
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degradacdo é importante para promover o conhecimento sobre a formacdo desta impureza
e definir seus mecanismos de degradacdo (13). Uma das inimeras op¢Bes para identificar
uma substancia em uma amostra complexa é isola-la em quantidade suficiente para
caracteriza-la. Somente para este processo devem ser empregadas um conjunto de
ferramentas analiticas: uma cromatografia liquida preparativa ou semipreparativa com
deteccdo por UV (DAD) ou por fluorescéncia para o isolamento do composto e para a
elucidacdo estrutural podem ser utilizadas diferentes técnicas, como Ressonancia Magnética
Nuclear de "H e/ou 3C, Espectrometria de Massas in Tandem ou de alta resolucdo, dentre

outras técnicas espectroscopicas.

Atualmente, existem programas computacionais que auxiliam o estudo e a
identificacdo dos possiveis produtos de degradacdo, dentre eles o Zeneth (Lhasa Limited,
Reino Unido) e o ACD/Percepta (ACD Labs, Canada), por exemplo. Estes programas s&o
capazes de prever possiveis produtos de degradacdo a partir do farmaco e a quais reacgées
de degradacdo este deve ser submetido para serem gerados. Porém, deve-se levar em
consideracdo que tais programas sdo apenas uma ferramenta para auxiliar no entendimento
e na busca por moléculas que ainda ndo sdo conhecidas. Apds o estudo feito com a ajuda
destes programas, métodos confirmatérios devem ser realizados para elucidar a real

estrutura do composto em analise.

1.4. Impurezas Toxicas

Segundo Ahuja (9), impurezas téxicas sdo impurezas que possuem atividade bioldgica
indesejada, mesmo em baixas concentra¢Ges, e requerem identificacdo e quantificacdo
individual por testes especificos. Quando os guias do ICH (Q3A e Q3B) especificam limites
para a qualificacdo de impurezas, isto significa que ha uma preocupa¢do com a segurancga,
tanto do ativo quanto do medicamento, pois, impurezas em determinadas concentracgées
podem causar sérios riscos a saude humana e estas, ao contrario do consumo de
medicamentos, que envolve risco/beneficio, sempre representardo risco, sem nenhum

beneficio associado.
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Atualmente existe uma grande preocupacdo quanto a impurezas genotoxicas e por
isso, em fevereiro de 2013 o ICH publicou um draft de um guia especifico, o M7, que trata
deste tema (7). Este guia é um complemento aos guias Q3A e Q3B do ICH, os quais sdo
limitados quando se trata de impurezas que reagem com o DNA (acido desoxirribonucleico).
Segundo as recomendacdes deste guia, que traz providéncias para avaliacdo e controle de
impurezas mutagénicas presentes ou esperadas no farmaco ou medicamento para evitar o
risco de cancer, estas devem ser controladas baseando-se na avaliacdo de risco especifica
para cada composto (7). Reconhecendo a dificuldade de se obter dados relevantes sobre os
riscos de impurezas genotdxicas, este guia propde um limite de risco toxicolégico (TTC —
threshold of toxicological concern), que indica um limite de exposi¢cdo ao composto, que ndo
implicaria nenhum risco carcinogénico ou outro efeito toxicoldgico. O guia propde um TTC
de 1,5 ug/dia, que corresponde a um risco menor que 1 em 100.000 de a substancia causar
cancer, risco que o ICH considera justificdvel quando se considera os beneficios dos

medicamentos (7).

No guia M7 (7), toda impureza real ou potencial, em que a estrutura é conhecida,
deve ter seu potencial mutagénico avaliado e classificado em uma das 5 classes, conforme a

Tabela 5.
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Tabela 5 — Classificacdo de impurezas em relacdo ao potencial mutagénico e carcinogénico e

acdo de controle.

Classe Definicdo Acdo proposta para controle
Controlar abaixo ou no limite aceitavel
1 Mutagénico cancerigeno conhecido.
especifico do composto.
Mutagénico conhecido com potencial
carcinogénico desconhecido
Controlar abaixo ou no limite aceitavel
2 (Mutagenicidade Bacteriana Positiva*,
(TTC ajustado ou genérico).
sem dados de carcinogenicidade em
roedores).
Controlar abaixo ou no limite aceitavel
Estrutura alerta, ndo relacionada a (TTC ajustado ou genérico) ou realizar
3 estrutura do farmaco; sem dados de ensaio de mutagenicidade bacteriana.
mutagenicidade. Se ndo mutagénico = Classe 5.
Se mutagénico = Classe 2.
Estrutura alerta, relacionada a
4 estrutura no farmaco que foi testadoe  Tratar impureza como ndo mutagénica.
nao é mutagénico.
Sem alerta estrutural, ou estrutura
alerta com dados suficientes para
5 Tratar impureza como ndo mutagénica.

demonstrar auséncia de

mutagenicidade.

*Qu outro dado relevante de mutagenicidade positiva indicativa de reatividade a DNA relacionada a indugdo de

mutacdo génica (ex: achados positivos em estudos de mutagdo génica in vivo). ICH M7 - Assessment and

control of DNA reactive (mutagenic) impurities in pharmaceuticals to limit potential carcinogenic risk (7)

As classes 3, 4 e 5 incluem impurezas cujos dados de mutagenicidade bacteriana e

carcinogenicidade ndo estdo disponiveis nos bancos de dados e literatura. Para esses casos,

a avaliacdo da Relagdo Estrutura-Atividade (REA), que prediz a mutagenicidade bacteriana,

define se a impureza sera tratada como mutagénica.
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Para impurezas da classe 1, a ingestdo aceitavel especifica para a substancia pode ser
calculada baseada em seu potencial carcinogénico e extrapolacdo linear como abordagem
padrdo. Outras avaliacBes de risco ja existentes por algumas agéncias regulatdrias também

podem ser praticadas.

O valor limite aceito pelo TTC é considerado preventivo para exposi¢Ges diarias ao
longo da vida (aproximadamente, 70 anos). O guia apresenta um conceito diferente para
exposicdes a impurezas por curto periodo (Less-Than-Lifetime), em que se distribuem
uniformemente as doses cumulativas para a vida (de 1,5 pg/dia x 25.550 dias = 38,3 mg) pelo
total de dias de exposicdo do tratamento, resultando em doses didrias de impurezas

mutagénicas mais altas, como representas as Tabelas 6 e 7 (7).

Tabela 6 — Ingestdo aceitavel para uma impureza individual

Duracdo do tratamento <1més >1-12 meses >1-10anos >10anos a vida

Ingestdo diaria [pg/dia] 120 20 10 1.5

ICH M7 - Assessment and control of DNA reactive (mutagenic) impurities in pharmaceuticals to limit potential

carcinogenic risk (7).

Tabela 7 — Ingestdo aceitavel para impurezas totais

Duracdo do tratamento <1 més >1-12 meses >1-10 anos >10 anos a vida

Ingestdo diaria [ug/dia] 120 60 10 (30%) 5

ICH M7 - Assessment and control of DNA reactive (mutagenic) impurities in pharmaceuticals to limit potential

carcinogenic risk (7).

*Para o desenvolvimento clinico de até 3 anos. Principios semelhantes podem ser aplicados a produtos

comercializados desde que devidamente justificados.

Apenas impurezas especificadas contribuem para o cdlculo total. Produtos de
degradacdo seriam controlados individualmente, sendo assim o limite total ndo seria
aplicavel (7).

Embora estabelecidos os principios, o guia da abertura a excecdes e flexibilidades

para justificativas dos valores de ingestGes aceitaveis caso-a-caso, (ex: pela severidade da
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doenga que o medicamento vem a tratar) para o desenvolvimento de medicamentos e

produtos ja comercializados (7).

Para avaliar a toxicidade destas impurezas, em novembro de 2011, o ICH publicou um
guia especifico para impurezas genotoxicas, o S2 (R1), que trata sobre testes de
genotoxicidade e interpretacdo de seus dados para medicamentos de uso humano. Este guia
define testes de genotoxicidade como sendo testes in vitro e in vivo, desenvolvidos para
detectar compostos capazes de induzir danos genéticos, por varios mecanismos (14).
Também traz diretrizes para a realizacdo dos testes de genotoxicidade para moléculas de

farmacos e ndo se aplica a produtos biolégicos (14).

Padrbes para a realizacdo dos ensaios de genotoxicidade sdo recomendados neste
guia (14) e de maneira geral, as caracteristicas gerais de uma sequéncia de testes sdo as

seguintes:

i. Avaliacdo da mutagenicidade em bactérias em testes de mutacdo
génica (AMES). Este teste tem sido capaz de detectar mudancas
genéticas e a maioria dos carcindgenos potenciais para roedores e

humanos.

ii. Genotoxicidade também deve ser avaliada em testes in vitro e in vivo

em células de mamiferos.

Dentre os testes in vitro, o ICH recomenda os que sdo mais amplamente utilizados e
gue ja estdo devidamente validados, como os ensaios de aberracdo cromossémica,

micronucleo e ensaios de mutacdo génica em células de linfoma L5178Y.

Os ensaios in vivo estdo incluidos nos protocolos do ICH por garantia, pois muitos
compostos podem apresentar genotoxicidade in vivo e ndo apresentar in vitro e também

porque se deve levar em consideracdo a farmacocinética dos toxicantes.

Os testes in vivo sugeridos pelo 6rgdo internacional englobam os ensaios de
micronucleo em eritrécitos (em sangue e em medula déssea) e ensaios de aberragdes

cromossomicas em células metafasicas de medula dssea.

Além de testes in vitro e in vivo, também podem ser usados testes in silico para
predizer se as moléculas das impurezas tém ou ndo o potencial genotdxico. Estes ensaios sdo

feitos por programas computacionais como QSAR (relacdo estrutura-atividade quantitativa)
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ou simplesmente por SAR (relagdo estrutura-atividade qualitativa) (15). O QSAR é capaz de
fornecer informacdes importantes sobre a toxicidade dos compostos, porém alguns QSARs
nao fornecem niveis de toxicidade. Outros programas sao capazes de fornecer este tipo de

informacdo, como TOPKAT, CASE, DEREK, dentre outros (16).

QOutra forma de tentar prever a genotoxicidade de determinados compostos é
estudando detalhadamente sua estrutura quimica e identificando alertas genotdxicos.
Miiller e colaboradores (17) indicaram estruturas alertas para genotoxicidade, porém eles

ressaltam que, outros testes devem ser feitos para comprovar a toxicidade do composto.

1.5. Cloridrato de Doxorrubicina

A doxorrubicina (DOX) (Figura 1), também conhecida como Adriamicina é um
antibidtico do grupo das antraciclinas de amplo espectro antineoplasico e um dos mais
importantes agentes anticancer utilizados (18). Em meados dos anos 1960, a doxorrubicina e
sua precursora a daunorrubicina (DAU) foram identificadas e isoladas pela primeira vez de
uma cepa do fungo Streptomyces sp. produtor de pigmentos (19). Este farmaco tem sido
usado com sucesso na terapia de primeira linha, nas seguintes condicGes neoplasicas:
leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloblastica aguda, tumor de Wilm, neuroblastoma,
sarcomas de tecidos moles e de ossos, carcinoma de mama, carcinoma de ovario, carcinoma
avancado do endométrio, carcinoma de células transitdrias da bexiga, carcinoma de tiredide,
linfomas do tipo Hodgkin e ndo Hodgkin, carcinoma gastrico e carcinoma broncogénico, no
gual o tipo histolégico de células pequenas é mais responsivo em comparacdo a outros tipos
celulares. Também tem demonstrado resultados promissores na terapia de segunda linha

em cancer testicular refratario e carcinomas de cabecga e de pescoco (20).
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Figura 1- Doxorrubicina

A doxorrubicina é um dos medicamentos mais utilizados para o tratamento do cancer
de mama, em combinacdo com outros antineoplasicos. Segundo dados do Ministério da
Saude, esperam-se para 2012, no Brasil, 52.680 novos casos somente de cancer de mama,
com um risco estimado de 52 casos, a cada 100 mil mulheres (21). Este tipo de cancer
acomete mulheres em todo o mundo, tanto em paises em desenvolvimento quanto em
paises desenvolvidos. Cerca de 1,4 milhGes de casos novos desta neoplasia foram esperados

para o ano de 2008 em todo mundo, o que representa 23% de todos os tipos de cancer (21).

Do ponto de vista quimico a doxorrubicina, assim como toda antraciclina, € composta
por um anel aglicénico ligado a um aminoacgtcar (daunosamina) através de uma ligacdo
glicosidica. A parte maior da molécula, a antraciclina propriamente dita, que é responsavel

pelo seu principal mecanismo de agdo.

O mecanismo exato de a¢do deste farmaco é muito discutido. Segundo Lazo (22), as
antraciclinas podem intercalar com o DNA, afetando diretamente a transcricdo e replicacdo
do mesmo. Muitos estudos mostram que as antraciclinas antitumorais sdo responsaveis por
estabilizar um complexo covalente entre a topoisomerase Il e o DNA, o que impede a
conclusdo do ciclo catalitico da enzima e consequente quebra da estrutura do DNA. Este
processo é seguido pelo aumento do nimero de clivagens no DNA em células vivas assim
como nos fragmentos de DNA na presenca de topoisomerase Il purificada. Assim, as
antraciclinas sdo capazes de transformar uma enzima inofensiva, a topoisomerase Il, em um

potente agente téxico para o nucleo, capaz de causar um dano letal a dupla hélice (18).

A topoisomerase |l € uma enzima ATP dependente que se liga ao DNA e causa uma

guebra na dupla fita na porcao fosfato 3’, permitindo a passagem e o desenrolar da fita.
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Apds a passagem da fita, a topoisomerase |l religa as fitas de DNA. Esta funcdo é essencial
para a replicacdo e reparo da DNA. A formacdo da ligagdo tripartite entre a doxorrubicina, a

enzima e o DNA, impede a religacdo das fitas do DNA, causando apoptose da célula (22).

Outro fator responsavel pela citotoxicidade das antraciclinas é sua capacidade de
produzir radicais livres, tanto em tecido atingidos pelo cancer quanto em tecidos sadios. Elas
podem formar radicais intermediarios semiquinonas, que consequentemente podem reagir
com o oxigénio para produzir anions de radicais superdéxidos. Estes podem gerar tanto
perdxido de hidrogénio quanto radicais hidroxila ({OH) que atacam o DNA e oxidam as bases

hitrogenadas do DNA (19).

Segundo Binaschi e colaboradores (18) a a¢do citotdxica das antraciclinas é resultante
da interacdo de diferentes fatores e pelo menos trés fatores sdo importantes, os niveis de
danos ao DNA, a persisténcia da clivagem e a seletividade do local da quebra da dupla fita

dependente do estimulo da antraciclina.

A doxorrubicina é administrada por via intravenosa, é metabolizada por um complexo
padrdo do metabolismo hepatico e sua excrecdo é biliar e urinaria. Sua curva de
desaparecimento plasmatico é multifasica, com meia vida de eliminacdo de 3 horas e cerca
de 30 horas. Toda antraciclina é convertida em metabdlitos alcodlicos intermediarios ativos
responsaveis pela variabilidade em sua acdo terapéutica. Este farmaco é rapidamente
distribuido pelo organismo, sendo encontrado em concentra¢gGes mais altas no baco, figado,
rins, pulmbes e coragdo. As antraciclinas ndo atravessam a barreira hematoencefdlica,
porém podem atravessar a barreira placentaria. A doxorrubicina é eliminada pela sua
conversdio em diversos metabdlitos agliconicos, como doxorrubicinol aglicona, 7-

deoxidoxorrubicina aglicona, doxorrubicinona, e outros produtos inativos (22).

A dose de doxorrubicina recomendada é de 50 a 75 mg/m? e administrada por
infusdo rapida e em dose uUnica que deverda ser repetida apds 21 dias. Durante a
administracdo, cuidados devem ser tomados para que o liquido ndo extravase, pois isto

pode causar sérios danos no local incluindo necrose do tecido (22).

Assim como a maioria dos antineopldsicos, a doxorrubicina causa muitos efeitos
adversos dentre eles, mielossupressdao dose limitante com leucopenia, trombocitopenia e

anemia, estomatites, disturbios gastrointestinais, alopecia, eritomatose perto do local de
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aplicagdo. A principal e mais importante reacdo adversa de longo prazo causada por este
farmaco é a cardiotoxicidade (22). Além de causar estes efeitos adversos, a doxorrubicina é
classificada pela IARC (International Agency for Research on Cancer) como 2A, o que significa

gue ela é provavelmente carcinogénica para humanos (23).

O fato de a doxorrubicina ser um farmaco amplamente utilizado na terapia
anticancer atrelado ao fato de ser carcinogénico e ser administrado por via intravenosa, ou
seja, de ndo haver necessidade de absorcdo ou passagem por barreiras biolégicas, estando,
portanto, 100% disponivel, chamam a atengao para certos cuidados que se deve ter durante
o0 armazenamento e manipulacdo de seu respectivo medicamento a fim de se evitar a
degradacdo ou até mesmo contaminacdo do produto. Portanto, para se garantir a eficacia e
seguranca do medicamento estudos sobre a estabilidade da molécula devem ser realizados,
principalmente pelo fato de as agliconas e outros produtos de degradacdo serem

mutagénicos e ndo possuirem acdo contra os tumores (24).

Sabe-se que além de ser extremamente sensivel a meios basicos e meios oxidativos,
a doxorrubicina também se mostra susceptivel a luz e adsorve em membranas filtrantes e

recipientes de vidro e plastico, com excec¢do de polipropileno (25).

Apesar de haver trabalhos mostrando a susceptibilidade da doxorrubicina a algumas
condi¢Bes adversas, nenhum deles identificou as estruturas moleculares dos produtos de
degradacdo quando encontrados. Além disso, nenhum trabalho realizou ensaios para
verificar a real presenca de produtos de degradacdo no medicamento, tdo pouco avaliou a

toxicidade de tais produtos.

Como ja alertado anteriormente, para realizar um estudo detalhado sobre a
estabilidade de ativos farmacéuticos é necessario o desenvolvimento de um método
indicativo de estabilidade, devido sua maior especificidade e seletividade. Iniumeros
métodos analiticos para determinacdo e até mesmo para a quantificacdo da doxorrubicina e
de suas principais impurezas e metabdlitos podem ser encontrados na literatura. Desde sua
descoberta e com os avancos da tecnologia, principalmente na area analitica, muitos
métodos por HPLC acoplado a diferentes tipos de detectores foram publicados. Contudo, os

dados apresentados ainda sdo inconclusivos e reformulacdes de testes de degradacdo e
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novos métodos analiticos ainda sdo necessarios. Ha ainda a necessidade de estudo sobre a

toxicidade dos produtos de degradacgdo deste medicamento.
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2. JUSTIFICATIVA

Estimativas para o ano de 2012 e também validas para 2013 apontam a ocorréncia de
aproximadamente 518.510 mil novos casos de cancer no Brasil, dentre estes 260.640 mil
para o sexo feminino. O cancer da pele tipo ndo melanoma sera o mais incidente, seguido do
cancer de prostata (60 mil) e do cancer de mama (53 mil) (21). Sendo o principal tratamento
para o cancer de mama associacdes que incluem o cloridrato de doxorrubicina, é importante
estudar e obter informacdes relevantes sobre este ativo para que o tratamento seja eficaz e
para que se evite ao maximo seu efeito tdxico. Por isso, se faz importante a investigacdo de
produtos de degradacdo no medicamento e também o estudo sobre a toxicidade destas
impurezas, pois estes estudos podem garantir que estes compostos ndo serdo prejudiciais ao
paciente, ou podem ainda, provar os riscos de se ter estes produtos de degradacdo no
medicamento. Apesar destas importantes constatacBes, ndo existe, atualmente, na
literatura cientifica nenhum método indicativo de estabilidade para o ativo farmacéutico
cloridrato de doxorrubicina. Os metabdlitos da doxorrubicina sdo conhecidos e descritos na
literatura e também ha estudos de toxicidade dos mesmos, porém ndo ha nenhuma
correlacdo descrita atualmente sobre metabdlito e produtos de degradacdo, pois pouco se

sabe sobre estas impurezas e suas possiveis toxicidades.

O fato de este medicamento ser administrado por via intravenosa atrelado ao fato de
ser um composto altamente toxico traz uma grande preocupacéo, pois, se houver a presenca
de produtos de degradagdo que sejam prejudiciais ao paciente, estes estardo 100%
biodisponiveis para interagir com qualquer sitio do organismo, podendo gerar uma
toxicidade desnecessaria para um paciente ja debilitado, tanto pela doenca (cancer) quanto

por seu tratamento.



53

3. OBIETIVO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a suscetibilidade do ativo

farmacéutico cloridrato de doxorrubicina e de seu medicamento a condi¢Ges de estresse,

determinar seus principais produtos de degradacdo através de métodos analiticos

especificos e avaliar a toxicidade in vitro de amostras degradadas.

3.1.

Objetivos Especificos

Desenvolver um método indicativo de estabilidade para o cloridrato de

doxorrubicina por HPLC com detec¢do por DAD e Espectrometria de Massas;
Avaliar a suscetibilidade da doxorrubicina a condicdes de degradacdo forgada;

Avaliar amostras do medicamento passado o prazo de validade através do

método desenvolvido para identificar os produtos de degradacéo reais;

Identificar os principais produtos de degradacdo da doxorrubicina e suas vias de

formacao;

Avaliar a toxicidade in vitro de amostras degradadas do ativo e do medicamento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Padriio de doxorrubicina e medicamento

Todos os estudos foram conduzidos com a matéria-prima de cloridrato de
doxorrubicina gentilmente doada pela empresa Libbs Farmacéutica Ltda, com medicamento
doado por uma industria farmacéutica (pd liéfilo - cloridrato de doxorrubicina) e com lactose
(placebo) adquirida em farmacia de manipulacdo. Para a validacdo foi utilizado o padrdo do

ativo da farmacopeia americana (USP — United States Pharmacopoeial).

4.2.  Caracterizacdo estrutural da doxorrubicina

O estudo das caracteristicas estruturais da molécula foi realizado pelas técnicas de
Andlise Elementar (%CHN), Infravermelho (IV), Espectrometria de Massas (MS),
Espectrofotometria (UV-Vis) e Espectrofluorimetria. As duas primeiras técnicas foram
realizadas pela Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo. O
espectro de massas de alta resolucdo foi obtido em um equipamento do tipo ESI-QTOF
(Micro QTOF I, Bruker Daltonics®). As leituras em UV-Vis e fluorescéncia foram realizadas
em espectrofotdmetro Thermo Evolution 260 e Varian Cary 50 e espectrofluorimetro Varian
Cary Eclipse.

Aabs

Para se determinar o coeficiente de absor¢do molar (¢*) da doxorrubicina em

diferentes meios foram preparadas curvas com absorcdes crescentes de 0,1, 0,3, 0,5, 0,7 e

A . Aab
0,9, tendo com referéncia £*>*

=11500 L.mol cm™ em A?**= 480 nm (62). As solucdes com
concentragGes referentes as respectivas absor¢des foram preparadas em tampao MOPS
(4cido 3-(N-morfolino) propanosulfonico - Sigma-Aldrich) 10 mmoles.L pH7,0, em &4gua
MilliQ® (Merck Millipore) e em soro fisioldgico 0,9% (NaCl - Vetec) e a leitura foi realizada

em espectrofotdmetro em A= 480 nm em cubetas de quartzo com caminho o6tico de 1 cm.

Foram obtidos espectros de fluorescéncia de solugdes de doxorrubicina em MOPS (10

-1 e _ ;- e ~ ,
mmoles.L”) pH 7, em agua, e em soro fisioldgico 0,9%, e também do padréo fluoresceina
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preparado em NaOH 0,1 moles.L™! (®r=0,79) (26), em cubetas de quartzo de 1,5 mL com
caminho 6tico de 1 cm, para se determinar seu rendimento quéantico de fluorescéncia (®Pr,).
As mesmas condicBes utilizadas para excitar as amostras de doxorrubicina foram utilizadas
para o padrdo, sendo elas A¥“= 480 nm, f*“= 5 nm, f°" = 10 nm e tensdo = 600 V. Tanto as
solucdes de doxorrubicina quanto a de fluoresceina foram diluidas de forma que a absorgao

no A" fosse menor que 0,1 a fim de evitar efeitos de reabsorgao (27).

Os calculos dos rendimentos quanticos de todas as amostras estudadas foram

realizados através da seguinte férmula:

X s A% Sg (Y
P, = i) TF ‘es - —

nn

Onde:

@;_L : rendimento quantico de fluorescéncia da amostra

‘;fu : rendimento quantico de fluorescéncia do padrédo (fluoresceina)
A7 : absor¢do do padrio

A% : absorc3o da amostra

52, :4reasobre a curva de emiss3o de fluorescéncia do padrio

§2 :éreasobre a curva de emiss3o de fluorescéncia da amostra

70 : indice de refracdo do meio do padrio

#* : indice de refragdo do meio da amostra

Nos ensaios para se determinar o tempo de vida de fluorescéncia (Edinburgh) foram
avaliadas amostras de doxorrubicina em agua, em MOPS e em soro fisiolégico e também
amostras do medicamento, todas com absor¢do de aproximadamente 0,5. Estas medidas
foram realizadas no equipamento Edinburgh Photonics — série FLS920 com o sistema Time
Correlated Single Photon Counting; com as seguintes condi¢cBes experimentais: A”“= 335 nm

(LED pulsado), A*™= 550 nm, 1000 counts, 2048 canais e incremento de 0,5, "= 19 nm,
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tempo de medicdo = 100 ns e ajuste monoexponencial. A funcdo de resposta instrumental
(por exemplo, pulso do LED, IRF) foi coletada com uma dispersdo de silica coloidal (Ludox),

nas mesmas condicdes usadas para a doxorrubicina, exceto f*"= 3 nm.

4.3. Meétodo Indicativo de Estabilidade

O desenvolvimento do método de separacdo dos compostos foi realizado em
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por UV-Visivel (HPLC-
DAD) e também por Espectrometria de Massas (MS) (Esquire HCT — lonTrap, Bruker
Daltonics®). O HPLC da marca Prominence da Shimadzu® (Japdo) é constituido por uma
controladora (CBM-20A), uma bomba quartenaria (LC-20AT), degaseificador (DGU-20As),
amostrador automatico (SIL-20AC), detector de arranjo de diodos (DAD) (SPD-M20A) e
software LC Solution. Os parametros do MS utilizados foram os seguintes: modo Scan nos
intervalos de m/z de 50 a 1500, com fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI) em modo
positivo, com os seguintes parametros: voltagem do capilar, 4000 V, vazdo do gas de

secagem, 6,0 L.min™, temperatura do gas de secagem, 280°C e nebulizador 40,0 psi.

Muitos foram os testes realizados para o desenvolvimento do método indicativo de
estabilidade. Inumeras tentativas com diferentes amostras, diferentes colunas
cromatograficas, composicdo das fases mdveis com diferentes acidos, sais e tampdes e

diferentes solventes, corridas isocraticas e com gradiente de solventes foram testadas.

Todos os solventes utilizados na cromatografia foram grau analitico. Para a fase
movel foi utlizada Acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH) (J.T.Baker®) e agua ultra pura
(MilliQ®, Millipore®). Dentre os sais testados e respectivos acidos, estdo formiato e acetato
de amdnio (Fluka® Analytical HPLC), acido acético (J.T.Baker® grau HPLC) e acido férmico

(Fluka® Analytical grau MS).

Dentre as tentativas de desenvolvimento do método analitico foram avaliadas as
fases estacionarias C18 (Luna C18 (2) - Phenomenex® - 150 x 3,0 mm, 3 um, 100A), PFP
(penta fltor fenil) (Luna PFP (2) — Phenomenex® - 150 x 3,0 mm, 3 um - 100A) e C30
(Ultracarb®ODS(30) — Phenomenex® - 250 x 4,6 mm, 5 um - 60A), com diferentes
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combinacgBes de fases maveis, fluxos, corridas isocraticas e diferentes gradientes, diferentes

volumes de injecdo e também temperatura das colunas.

As condi¢Bes do método definido como indicativo de estabilidade estdo descritas na

tabela a seguir (Tabela 8).

Tabela 8 - Condi¢Bes cromatograficas do MIE para a doxorrubicina

Condi¢oes Cromatograficas

Fase Estacionaria Coluna: Luna C18 (2) 150 x 3,0 mm, 3 um, 100 A
(Phenomenex®)
Fase Movel A — Tamp3o Formiato de Aménio 5 mmoles.L’* pH 3,0
B — MeOH
Diluente Tamp&do:MeOH (1:1, v/v)
Fluxo 0,3 mL.min™
Temperatura 30°C
Volume de injecdo 10 uL
Gradiente Tempo %A %B
0 min 95% 5%
60 min 5% 95%
61 min 95% 5%
70 min 95% 5%

4.3.1. Estudos de Estresse

Para avaliar a especificidade do método e também para conhecer a estabilidade do
composto frente a condicbes de estresse, foram realizados os ensaios de degradacao

forcada nas seguintes condicdes: hidrélise acida e basica, oxidacdo, aquecimento e fotdlise.

Solucdes do ativo cloridrato de doxorrubicina e do medicamento a 1 mg.mL™ e

solucdo do placebo a 5 mg.mL" foram submetidas a hidrélise com NaOH (pastilha - Sigma




58

Aldrich®) em concentracdo 0,01 mmoles.L™ a temperatura ambiente. As amostras foram
avaliadas nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 24 e 48 horas. A cada tempo foram retiradas aliquotas
de 500 L, estas solubilizadas em diluente (Tamp&do: MeOH, 1:1, v/v) e injetadas em volumes

de 10 pL no HPLC, sem neutralizacdo.

O mesmo foi realizado com a hidrélise acida, a temperatura ambiente, na qual foi
empregado HCl 0,05 e 0,01 mmoles.L” (solu¢do 237% - Sigma-Aldrich®). Neste ensaio foi
adicionado as amostras o ativo daunomicina para avaliacdo da sensibilidade a meio acido de
um composto semelhante a DOX. Além deste ensaio também foi avaliada a suscetibilidade
do DOX quando na presenca de HCl 0,1 mmoles.L'”* com temperatura constante de 50°C ao
longo de 48 horas. Neste ultimo as amostras foram acondicionadas em frascos para

headspace lacrados para evitar evaporacdo da amostra.

Nos testes de oxidagdo as amostras foram submetidas a concentragdes de 3 e 30% de
H,0; (Suprapur®, Merck®). Foram coletadas aliquotas de hora em hora durante as cinco
primeiras horas e depois 24 e 48 horas. Antes de serem injetadas as amostras foram diluidas
em fase mével 1:1 (v/v) para concentracdes de 1 mg.mL™ e foram injetados 10 UL, Todos os

métodos de degradacdo forcada descritos acima foram realizados na auséncia de luz.

Amostras de medicamento, ativo e placebo em solucdo, e seus respectivos controles
escuros, foram expostos a luz branca e UV-A durante 48 horas em camara de
fotoestabilidade (Camara Weiss Gallen Kamp - Pharma Safe System) com temperatura
(25+2°C) e umidade relativa (40+2%) controladas. As amostras submetidas a luz UV-A foram
acondicionadas em tubos de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) por serem
transparentes a radiacdo UV, ja as expostas a luz branca foram armazenadas em frascos
headspace devidamente lacrados. Os controles foram expostos nas mesmas condicGes,
porém revestidos por papel aluminio. A intensidade da luz branca durante o estudo foi de

4,0 klux e a de UV-A 1,0 W/m?.

Uma amostra de padrdo de doxorrubicina, uma de medicamento e um branco (dgua)
todas na concentracdo de 500 ug.mL'1 foram expostas a luz solar durante uma semana em
frasco de HPLC transparente e analisadas por HPLC-DAD, LC-MS e também por

espectrofotometria e espectrofluorimetria.



59

4.4. Validacdo do método indicativo de estabilidade

A fim de garantir a confiabilidade dos resultados, o método foi validado segundo as
diretrizes da resolugdo RE n2 899, de 29 de maio de 2003 (28) e foram avaliados os seguintes

parametros: especificidade, linearidade, precisdo e exatidao.

Para se validar um método indicativo de estabilidade, se faz necessario,
primeiramente, estipular uma especificacdo para o produto. Para isso, deve-se levar em
consideracdo a cultura da empresa, os resultados dos testes de estabilidade acelerada e,
principalmente, prolongada e ainda os limites especificados na RDC n2 58 (5) ou ICH Q3B

(R2) (4), de acordo com a dose maxima diaria do ativo.

Por ser um medicamento injetavel e também por haver diferentes protocolos de
tratamento, que variam de acordo com o tipo de cancer do paciente, ndo ha registro de uma
dose maxima diaria fixa para DOX, por isso a dose diaria para a doxorrubicina foi calculada
considerando-se a superficie corporal de uma pessoa de 70 kg e 1,70 m de altura. Com estes

dados, foi estimado um valor de superficie corporal através do seguinte calculo:

Superficie corporal (m?) = 0,007184 x (altura — cm)®’* x (peso — kg)*** (29)

Segundo o calculo acima, um individuo de 70 kg e 1,70 m de altura possui uma
superficie corporal de 1,81 m2 A maior dose empregada de DOX nos protocolos de
tratamento de cincer, segundo a bula do medicamento (20), é de 75 mg/m?, portanto, a

dose maxima diaria de DOX permitida neste caso seria de aproximadamente 140 mg.

O limite adotado no caso do medicamento, para este estudo, foi baseado apenas nos
limites especificados na RDC n2 58 (5), por ndo haver resultados disponiveis na literatura de
estabilidade do produto. Portanto, levando-se em consideracdo a dose maxima diaria de
doxorrubicina como sendo 140 mg, seu limite de identificacdo e de qualificacdo, segundo
esta RDC, para o medicamento é de 0,2% para um produto de degradagdo individual, ou
seja, 0,280 mg. De posse destes valores, se definiu esta porcentagem como sendo a

especificacdo para produtos de degradacao individuais no medicamento.
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N3o se pode deixar de considerar durante a validacdo o limite de notificagdo, que
servira como valor de referéncia para reportar algum caso de impureza desconhecida que se
encontre abaixo do limite de identificacdo e que precisa apenas ser comunicado. No caso da
DOX, seu limite de notificacdo é de 0,1% (5).

A linearidade para o ensaio de produto de degradacdo, segundo a RE n2 899 (28),
deve incluir a faixa do nivel esperado de impureza até 120% do limite especificado. Levando-
se em consideracdo o limite de notificagdo, como sendo o nivel esperado de um produto de
degradacdo e o limite de identificacdo como sendo o limite especificado, o teste de
linearidade compreendeu os seguintes pontos: 50% (limite de notificagdo), 80%, 100%
(limite de identificacdo), 110% e 120%. Este teste foi realizado com o padrado farmacopeico

do ativo.

O teste de precisdo intra-ensaio também foi realizado com o padrdo USP do ativo e
foram avaliadas 6 amostras, que consistem na adi¢do de quantidade conhecida de padrdo ao
placebo, a fim de simular uma amostra na concentragao da especificagdo, ou seja, 0,2%. Este
ensaio foi preparado duas vezes, em dias diferentes e por um analista diferente, a fim de se

determinar a precisdo inter-ensaio.

A exatiddo do método foi conduzida adicionando-se quantidades conhecidas de
padrdao ao placebo nas concentragbes de 50%, 100% e 120%, em triplicata, a fim de se

comparar os valores obtidos experimentalmente com os valores tedricos.
A especificidade do método foi avaliada por estudo de degradacédo forgada.

A concentragdo de andlise do medicamento, utilizada como referéncia para a

validacdo do método foi de 1 mg.mL™.

4.5. Teste de Congelamento

Amostras de padrdo de cloridrato de doxorrubicina foram preparadas em H;0,
tampdo MOPS 10 mmoles.L™ pH 7 e soro fisiolégico 0,9%, em concentracdo de 1 mg.mL' e
acondicionadas em vials de HPLC ambar. A influéncia do oxigénio nas amostras foi avaliada e
para isso o ambiente de armazenamento foi condicionado tanto com O; quanto com

nitrogénio (N,).
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Trés ciclos de congelamento e descongelamento foram avaliados e o método
empregado para as analises foi o indicativo de estabilidade, descrito anteriormente no item

1.3.

4.6. Cinética por UV-Vis

A fim de entender o comportamento da DOX frente a uma faixa ampla de pH, foram
realizadas varreduras de 200 a 800 nm em espectrofotémetro de hora em hora durante 24
horas, do ativo isolado, em tampdo Britton-Robinson 40 mmoles.L™ pHs 2,3,4,5,6,7,8,9,
10, 11 e 12. Este tampado é considerado em tampdo universal e € uma mistura de solucdo
aquosa de acido bérico (2,5 g de H3BO; em 1L de 4gua, 0,04 moles.L™), acido acético (2,3 mL
de CH3COOH em 1L de agua, 0,04 moles.L-1) e acido fosférico (1,9 mL de H3PO, em 1L de

agua, 0,04 moles.L) e as valores desejados de pH ajustados com NaOH 0,2 moles.L'™".

A concentracdo inicial do ativo no estudo foi ajustada para absorcdo de

aproximadamente 0,5 em A = 480 nm.

As degradacbes por HClI, NaOH e H,0, também foram avaliadas por
espectrofotometria em estudo de cinética com temperatura controlada e leituras de hora
em hora durante 24 horas em faixa de 200 a 800 nm. Foram testados o padrdo e o
medicamento em concentrag8es iniciais de absor¢do 0,5 em A 480 nm, e o placebo, para

entendimento sobre possivel interferéncia.

4.7.  Avdliacdo da Toxicidade dos produtos de degradacdo da doxorrubicina

4.7.1. Teste de Ames in silico

A fim de avaliar a mutagenicidade tanto da DOX quanto de seu principal produto de
degradacdo foram realizados testes de Ames in silico através do software ACD/Percepta da

ACD/Labs (Advanced Chemistry Development, Inc., Canada).
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4.7.2. Ensaio de viabilidade celular por MTT

A reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) é um
método colorimétrico rapido, frequentemente usado para medir proliferacdo celular e
citotoxicidade (30). Neste ensaio, o MTT é acumulado pelas células por endocitose e a
reducdo do anel tetrazdlico deste sal resulta na formacao de cristais de formazan de cor azul
gue se acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais, sendo depois
transportados para fora das células por exocitose. Sendo a endocitose um mecanismo
fundamental das células vivas, o ensaio do MTT tem sido usado frequentemente como

ensaio de viabilidade celular.

A fim de avaliar a citotoxicidade dos produtos de degradacdo da DOX foram
realizados ensaios em culturas de células mononucleares do sangue periférico (PBMC), que
contém principalmente linfocitos e mondcitos. A viabilidade destas células apds tratamento

com as amostras foi avaliada pelo teste com MTT.

Como ndo foi possivel isolar os produtos de degradacdo mais relevantes para os
estudos de toxicidade, optou-se por avaliar as amostras contendo os degradantes. As
amostras escolhidas para os testes foram as de 48 horas de exposicdo a luz branca, na qual
houve uma degradagdo de 32% do ativo e de 23% do medicamento, e as de 48 horas a 50°C,
na qual houve queda de aproximadamente 20% tanto para o padrdo quanto para o
medicamento. O fato destas amostras ndo possuirem agentes degradantes, como HCl, NaOH
ou H,0,, que podem interferir nos estudos de toxicidade, reagindo com as células, também
contribuiu com a decisdo para a escolha das mesmas. Portanto, foram utilizadas as seguintes
amostras para este ensaio: controle negativo (células mononucleares), controle positivo
(DOX-padrdo e MEDIC-padrao), amostras de padrdo de do medicamento degradadas pelas
condicBes citadas anteriormente (DOX-temperatura e DOX-fotélise e MEDIC-temperatura e

MEDIC-fotdlise).

O ensaio foi preparado da seguinte maneira: em amostra de sangue humano doado
por um laboratério parceiro, células PBMC foram isoladas por centrifugacdo em gradiente de
densidade usando Ficoll-Hypaque (Histopaque-1077) (Sigma-Aldrich). As células

mononucleares foram lavadas com PBS estéril uma vez, permitindo repelir células que
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estejam ainda aderidas ou agregadas, e centrifugadas a 440 g or 10 min. Posteriormente, o
precipitado foi ressuspenso em tampao hemolitico e centrifugado a 250 g por 10 min. As
células mononucleares foram lavadas com o meio de cultura RPMI contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB), ressuspensas com esse meio e ajustadas para 15 x 10° células.mL™” apds
verificacdo por exclusdo do corante azul de tripan. As células foram cultivadas em placas de
96 pocos numa densidade de 1x10° células.mL, num volume final de 200 UL, acrescidas de
diferentes estimulos (DOX-padrdo, MEDIC-padrdo, DOX-fotdlise, MEDIC-fotolise, DOX-
temperatura e MEDIC-temperatura) em concentrag¢Gesde 1,2,3,3,5e 5 umoles.L'l, em oito
replicatas. Como foram utilizadas amostras degradadas, suas concentracdes, levando em
consideracdo a DOX, foram ajustadas para os valores citados, se mantendo iguais as do
padrdo e do medicamento. As células mononucleares permaneceram em contato com as
amostras em estudo durante 24h. Passado este periodo, foi acrescentado em cada pogo 40
UL de uma solugdo de MTT a 5 mg.mL™. Apds um periodo de 4h, o MTT foi retirado e
adicionou-se 100 pL de DMSO (dimetilsulféxido) em cada pogo até a dissolugdo dos cristais
violaceos produzidos. As absorbancias de cada pogo foram lidas em espectrofotbmetro de

placas (Biotek®) em comprimento de onda de 550 nm.

4.8. Analise de dados

Para confirmar se houve ou ndo uma degradacdo significativa da DOX sob as
condicBes de estresse foi realizada a analise de varidncia (ANOVA) pelo teste Kruskal-Wallis
(KW) para multiplas comparagdes, com pos-teste de Dunn para localizar as diferencas entre
os tempos de reacdo. Todos os testes foram realizados com a utilizacdo do aplicativo

GraphPad-Instat 3.0.

Os dados gerados por espectrofotometria foram tratados com o auxilio do software
OriginPro®8 e algumas informacgdo sobre as caracteristicas fisico-quimicas da DOX puderam

ser estimadas pela ferramenta ACD Percepta (ACD/I-Labs).

Os resultados dos ensaios de toxicidade foram avaliados utilizando a analise variancia

ANOVA pelo teste de Turkey através do software GraphPad Prisma 5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  Caracterizacdo do ativo Doxorrubicina

A fim de conhecer as principais caracteristicas estruturais da molécula e também a
pureza do objeto de estudo, foram realizados alguns testes espectrométricos e

espectroscopicos, tais como Infravermelho, Analise Elementar e Espectrometria de Massas.

Os resultados da Analise Elementar, indicados na tabela abaixo (Tabela 9), confirmam
as porcentagens de carbono (C), hidrogénio (H) e nitrogénio (N), presentes na molécula e a

pureza do material.

Tabela 9 - Resultados do ensaio de Analise Elementar da Doxorrubicina

ANALISE ELEMENTAR
Equipamento Perkin-Elmer CHN 2400
Descrigdo %C %H %N
Réplica 1 55,80 5,23 2,47
Réplica 2 55,70 5,22 2,56
Réplica 3 55,52 5,19 2,48
Média 55,67 5,21 2,50
Desvio Padrao 0,12 0,02 0,04
CV% 6,68% 3,10% 2,97%
Valores Tedricos 59,66 5,38 2,97
Exatidao 93,31% 96,84% 84,18%
Média 91,44%
Desvio Padrao 0,07
Pureza (Tal Qual) 91,44+0,07%

O espectro de Infravermelho (IV) da doxorrubicina confirma seus principais grupos
funcionais, como mostra a figura 2, na qual é possivel encontrar as bandas 3526 cm™, 3327
cm'l, 1730 cm'l, 1000 - 1260 cm'l, caracteristicas dos grupamentos O-H, N-H, C=0, C-O

alcodlico, respectivamente, presentes na molécula em estudo (31).
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No equipamento de Espectrometria de Massas do tipo ESI-QTOF (Bruker Daltonics®),
obteve-se o espectro de massas da doxorrubicina (figura 3), a qual possui relagdo m/z de
544,1761 para o fon molecular protonado [M+H]" e também seu espectro de MS2 com seus

principais fragmentos.
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Figura 3 — A) Espectro de massas de alta resolucdo, ESl+ do composto doxorrubicina, relacdo
m/z 544,1761 obtido em Espectrémetro de Massas do tipo QTOF (Bruker Daltonics®); B)

Espectro de massas MS2 da doxorrubicina ilustrando seus principais fragmentos.

Por possuir uma massa monoisotépica de 543,1741 g.mol’, a DOX, quando
protonada na fonte de eletrospray em modo positivo do espectrémetro de massas adquire
um proton e passa a apresentar relacdo m/z de 544, 1761. O dado apresentado na figura
anterior corrobora com a massa molecular do ativo em questdo protonada com um erro de
3,28 ppm. A fragmentacdo da molécula de DOX com suas respectivas perdas de massas

estdo representadas na figura 3B.

O valor par da relacdo m/z da DOX era esperado, ja que este composto apresenta

uma amina primaria no aglcar daunosamina, obedecendo a “regra do nitrogénio”, que
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indica que sempre que houver nitrogénio na estrutura dos compostos, quando estes forem
jonizados e analisados por espectrometria de massas, suas rela¢des m/z deverdo apresentar

valor par (31).

O perfil de absorcdo da DOX na regido do UV-Vis e suas caracteristicas fluorescentes

em agua, tampdo e em soro fisioldgico, também foram estudados.

Inicialmente a solucdo tampado de escolha foi tampédo fosfato na concentragdo de 50
mmoles. L' pH 7, em razdo da necessidade futura de realizagio de ensaios bioldgicos em
meio de cultura com solucdes de cloridrato de doxorrubicina e também seguindo a
literatura. Porém, apdés inimeras tentativas, ndo foi possivel solubilizar o padrado deste ativo
neste tampdo. Segundo Bandak et al. (1999) (63), o tampéo fosfato acelera a degradagdo da
doxorrubicina e isto se da, provavelmente, em razdo da ou pela interacdo quimica que
ocorre entre o grupo fosfato e a molécula de doxorrubicina, na qual o fosfato age como uma
base induzindo a hidrdlise alcalina da doxorrubicina. Esta reacdo pode formar um complexo
insoldvel (32). Além disso, também é descrito na literatura que a doxorrubicina forma
agregados e, por isso, pode ter se formado complexos insollveis, impossibilitando sua
dissolucdo em tampdo fosfato (33). Segundo Barenholz et al. (1993) a agregacdo da
doxorrubicina é possivelmente aumentada na presenca do tampéao fosfato por interagGes

gue ocorrem entre os ions fosfato e a amina primaria da doxorrubicina.

O tampao que melhor atendeu a necessidade do presente estudo foi o MOPS (acido
3-(N-morfolino) propanosulfénico), o qual possui um pKa de 7,20 e é um excelente tampé&o

para diversos ensaios biolégicos em pHs préximos a meios neutros.

Levando-se em consideragdo o coeficiente de absor¢do molar (€) da doxorrubicina
em tamp3o fosfato pH 7 de 11500 L.molt.cm™ (34), ensaios foram realizados para
determinar o € da DOX em tamp&o MOPS 10 mmoles.L'”! pH 7, em 4gua e também em soro
fisiolégico 0,9%. Para as condigdes descritas acima, foram encontrados valores de € de
10911 L.molt.em™®, 11471 L.molt.cm™ e 10824 L.molt.cm™ respectivamente, conforme

curvas abaixo (grafico 1, 2 e 3).
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Gréafico 1 - Gréfico para a determinacdo do coeficiente de Absor¢do Molar da DOX em

tampao MOPS 10 mmoles.L't em A 480nm.
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Grafico 2 - Grafico para a determinacgdo do coeficiente de Absor¢do Molar da DOX em agua

em A 480nm
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Coeficiente de Absorgao Molar (480nm) - SORO
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Gréfico 3 - Grafico para a determinacdo do coeficiente de Absor¢do Molar da DOX em soro

fisiologico 0,9% em A 480nm

O espectro de absorcdo da DOX no UV-Vis é bastante peculiar (figura 4). A presenga
das trés bandas na regido do visivel é caracteristico das transi¢cdes m,n* dos anéis conjugados
da antraciclina. A banda em 288 nm na regido do ultravioleta corresponde ao anel
aromatico, e as outras duas bandas em 252 e 233 nm referem-se ao amino-agucar
daunosamina da molécula (24). O ombro presente em 320-380 nm estd associado a

transi¢cdo n,m* dos trés grupos C=0 da molécula (35).
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Figura 4 - Estrutura e espectro de absor¢do no UV-Vis de 200 a 800 nm da DOX em agua.

A DOX também foi avaliada quanto as suas propriedades fluorescentes. Seus
espectros de emissdo de fluorescéncia foram registrados nos meios aquoso, tampdo MOPS e
também em soro fisioldgico, com A em 480 nm e A*™ em 593 nm e fenda de excitacdo de
5nm e fenda de emissdo de 10 nm. Em todos os casos ndo foi possivel notar nenhuma

diferenca significativa nas leituras, conforme ilustra a figura 5.
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Comparagao Em DOX W X SORO X MOPS
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Figura 5 - Comparacdo entre os espectros de emissdo da DOX em meio aquoso (preto),
tampdo MOPS 10 mmoles.L™ (azul) e soro fisiolégico 0,9% (vermelho) (A* em 480 nm e A°™

em 593 nm e fenda de excitacdo de 5nm e fenda de emissdo de 10 nm).

Comparando-se os espectros de emissdo de fluorescéncia do ativo e do
medicamento, também ndo foi possivel identificar nenhuma diferenca, conforme mostra a

figura abaixo.
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Comparagao Em DOX X MEDICAMENTO
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Figura 6 - Comparagdo entre os espectros de emissdo da DOX (preto) e do medicamento

(vermelho) em meio aquoso (A¥“ em 480 nm e A*™ em 593 nm e fenda de excita¢cdo de 5nm

e fenda de emissdo de 10 nm).

O rendimento quantico de fluorescéncia juntamente com o tempo de vida de
fluorescéncia sdo as caracteristicas mais importantes de um fluoréfuro. O rendimento
quantico de fluorescéncia (®) é a relacdo entre a quantidade de fétons emitidos e
guantidade de fétons absorvidos por uma molécula. Substancias com @ altos, préoximos de

unidades, como as rodaminas, por exemplo, possuem as emissdes mais brilhantes (36).

Para se determinar o rendimento quantico da doxorrubicina em diferentes meios,
utilizou-se a fluoresceina como comparador (®¢.=0,79) (26). Quando em meio aquoso o Ppox
foi 0,064, em MOPS 0,077 e em soro fisioldgico 0,069. Para o medicamento o Pyepicamento

foi de 0,056.
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O tempo de vida de fluorescéncia também é uma caracteristica importante, pois
determina o tempo disponivel que o fluoréfuro possui para interagir ou difundir no seu meio
ambiente. Pode ser entendido como o valor médio de tempo que a molécula permanece no
estado excitado antes de retornar para o estado fundamental. Geralmente, os tempos de

vida de fluorescéncia sdo préximos a 10 ns (36).

Os valores de tempo de vida de fluorescéncia da doxorrubicina quando em agua,
tampdo MOPS 10 mmoles.L™ pH 7 e em soro fisiolégico foram muito semelhantes, sendo
1,06 ns, 1,05 ns e 1,06 ns, respectivamente. O medicamento também apresentou tempo de

vida de 1,06 ns.

Quando sobrepostos os espectros de absor¢do no UV-Vis e o de emissdo de
fluorescéncia da doxorrubicina, é possivel perceber que um é a imagem especular do outro
(figura 7). Esta similaridade ocorre, pois a excitacdo eletrénica ndo altera a geometria do
nucleo da molécula. Por isso, o espagcamento entre os niveis de energia vibracional do
estado excitado é semelhante a do estado fundamental. Como resultado, as estruturas de

vibracdo vistas na absorgdo e os espectros de emissdo sdo semelhantes (36).
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Figura 7 - Espectros de absorcdo (UV-Vis) (preto) e de emissdo de fluorescéncia da DOX em
meio aquoso (vermelho) (A™ em 480 nm e A*™ em 593 nm e fenda de excita¢do de 5nm e

fenda de emissdo de 10 nm).

5.2. Desenvolvimento do Método Indicativo de Estabilidade

Varios testes foram realizados com o objetivo de desenvolver um método especifico
para a doxorrubicina e seus produtos de degradagdo. Métodos com esta finalidade

especifica sdo também conhecidos como métodos indicativos de estabilidade (MIE).

Os métodos indicativos de estabilidade sdo desenvolvidos para que, ao longo dos
estudos de estabilidade do produto farmacéutico, possam ser identificadas impurezas
provenientes da degradacdo do mesmo, ou seja, tal método deve ser capaz de determinar

outros picos num cromatograma de uma analise de um estudo de estabilidade de um
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produto, quando houver diminuicdo da drea do pico do ativo. E para isso, se faz necessario

um método especifico e seletivo, tal qual o MIE.

Ha muitas dificuldades em se desenvolver um método para o qual ndo se tem
informacdo completa sobre a amostra, isto porque, todas as substancias que fazem ou farao
parte da mesma em determinado momento nao sdo conhecidas. Isto significa que, durante o
desenvolvimento, muitos desafios devem ser propostos para que nenhuma intercorréncia
prejudique a especificidade do método. Além disso, a falta de conhecimento sobre as
principais caracteristicas dos compostos, como, por exemplo, absor¢do no UV-Vis, se sdo
fluorescentes ou ionizaveis, exige o uso de técnicas amplas de detecc¢do. O tipo de detector
mais utilizado atualmente para MIE é o detector de arranjo de diodos (DAD), porém, os
produtos de degradacdo formados podem ndo possuir grupos cromoéforos, o que,

certamente, prejudicara sua determinacgao por esta técnica.

O uso de técnicas complementares de deteccdo aumenta a possibilidade de se
identificar maior ndmero de substancias que possam estar presentes na amostra. Um
exemplo de combinagdo muito utilizada atualmente é a cromatografia liquida com deteccao

por DAD acoplada a espectrometria de massas (MS).

Segundo Baertschi (2011) (37), o MIE ideal deve ser capaz de quantificar com
precisdo o composto principal e todos seus produtos de degradacdo. Este método deve
resolver todas as impurezas do pico do ativo bem como entre si; todas as moléculas devem
ser detectadas e, suas respostas relativas ao seu respectivo precursor, estabelecidas. Em
razdo da dificuldade em se satisfazer todos estes requisitos, o foco deve ser no
desenvolvimento de um método de varredura que tenha a maior probabilidade de resolucao
e deteccdo de um conjunto diversificado de substancias. Em muitos casos, pode ser
impossivel se chegar num método ideal, por isso, o uso de duas técnicas ortogonais,

frequentemente resulta em métodos mais adequados.

As tentativas de desenvolvimento de um MIE por HPLC-DAD-MS para a doxorrubicina
incluiram testes com trés diferentes fases estacionarias, sendo estas, C18, PFP (penta flior
fenil) e C30, todas avaliadas com diferentes combinacdes de fases moéveis e gradientes,
dentre elas, dgua (H,0) e acetonitrila (ACN), H,O e metanol (MeOH), algumas combinagdes

de diferentes aditivos, como acido férmico, acido acético na fase aquosa e organica, e
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também os tampdes formiato e acetato nas concentracdes de 5 e 10 mmoles.L'* em pH 3 e
4, respectivamente. Além destas combinages, também foram testados diferentes fluxos de

fase mével e temperaturas das colunas.

A figura 8 ilustra uma das etapas do desenvolvimento do método, em que foram

avaliadas as respostas cromatograficas da doxorrubicina a diferentes fases maveis.
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Figura 8 — A) Cromatograma da analise da DOX (Tr= 13,46 min.) com fase moével composta
por ACN:Formiato de aménio 5 mmoles.L'?, 23:77 (v/v); B) Cromatograma da DOX (Tr= 8,10
min.) com fase mével ACN:Tamp3o formiato de aménio 5 mmoles.L, pH 3, 23:77 (v/v). As

analises foram feitas em coluna Luna C18 (2) e os cromatogramas adquiridos em A 235 nm.
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Os cromatogramas acima demonstram a influéncia exercida pelo pH no perfil do pico
da DOX. A forga i6nica do sal formiato de amdnio na fase aquosa auxilia no aumento da
retencdo do composto, porém ndo favorece a simetria do pico. Quando se faz o controle do
pH, levando-se em consideragdo os pKas da molécula (figura 9), o pico melhora sua simetria

e aumenta de intensidade, o que, consequentemente, diminui o limite de quantificacdo e de

deteccdo do mesmo.

Figura 9 — Microespécies da doxorrubicina formadas em solugdo aquosa e seus respectivos

pKas (calculo in silico — 1-Lab, ACD/Labs).

Os diversos grupos ionizaveis presentes na molécula da DOX favorecem a formacao
de inimeras microespécies, porém as espécies mais relevantes, passiveis de serem formadas

em solucdo aquosa estdo descritas na figura anterior.

O racional criado para as decisGes tomadas com relacdo ao desenvolvimento do
método foi baseado principalmente na doxorrubicina, porém ndo deixando de se levar em
consideracdo seus possiveis produtos de degradacdo. As escolhas das fases estacionarias
testadas se justificam pela prépria estrutura da molécula, passivel de diversas interagGes,
como ligagGes de hidrogénio, intera¢des dipolo-dipolo, interagGes aromaticas e também as
interagBes hidrofdbicas. Consequentemente, as escolhas das fases mdveis também seguiram
o mesmo racional, levando-se em considera¢do ainda outras caracteristicas fisico-quimicas

da DOX, como log P, pKa, dentre outras.

O método escolhido e que melhor atendeu a todos os requisitos descritos encontra-

se especificado item 4.3. na se¢do materiais e métodos.

QOutros fatores relevantes para a escolha do método foram o fator de capacidade (k’)
do pico da DOX igual a 12,36, a simetria do pico (A;) igual a 1,5 e o fator de cauda (TF) igual a
1,25 e também a resolucdo entre os principais picos de produtos de degradacao, ilustrada

nos cromatogramas dos ensaios de degradacgdo. Levando-se em consideragdo que o valor de
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k’ e TF para se considerar um pico perfeitamente simétrico é igual a 1,0 (38), os dados

obtidos para método desenvolvido sdo aceitaveis.

Para se determinar a real especificidade de um método indicativo de estabilidade,
este deve ser desafiado e, para isso, faz-se necessario induzir a formagdo de possiveis
produtos de degradagdo da molécula objeto do estudo, no caso a doxorrubicina. A maneira
mais eficaz de se desafiar um MIE é realizando estudos de estresse com consequente

degradacdo do ativo em analise e formacao de produtos de degradacao reais.

Os estudos de estresse servem ndo sd como ferramenta para o desenvolvimento e
validacdo de métodos analiticos, como também auxilia na predicio de problemas de
estabilidade e na identificacdo das principais vias de degradacdo tanto do ativo quanto do
produto farmacéutico. Faz-se importante ressaltar, assim como Baertschi, S. (2011) (37)
também alerta, que os produtos de degradacdo formados sob as condicGes de estresse sdo
considerados potenciais, e podem ou ndo ser formados nas condi¢cBes de armazenamento
do produto. O contrario também pode ocorrer de um produto de degradacgdo relevante nao
ser formado sob as condicGes de estresse testadas. Serdo os estudos de estabilidade
acelerada e prolongada que irdo revelar quais os produtos de degradacdo relevantes que

poderdo ser encontrados ao longo do tempo de estocagem do produto.

Apesar de existir alguns guias para a realizacdo de estudos de estresse, como a RDC
n2 58 (5), os guias Q3A (R2) (3) e Q3B (R2) (4) do ICH, nenhum deles estabelece diretrizes
sobre como devem ser realizados os ensaios de degradacdo forcada. Estes guias indicam
apenas quais testes devem ser empregados para melhor avaliar a estabilidade tanto do ativo
guanto do produto. Isto se da em razdo das diversidades estruturais das moléculas utilizadas

como insumos farmacéuticos ativos.

Em 2008, quando a ANVISA publicou um informe técnico a respeito deste assunto,
este, além de trazer os limites permitidos de produtos de degradacdo em medicamentos e
as acdes correspondentes, também trazia diretrizes de como deveriam ser realizados ou
pelo menos iniciados os testes de estresse (39). As condi¢Bes sugeridas estdo exemplificadas

ha tabela abaixo (Tabela 10).



80

Tabela 10 — CondicBes de estresse sugeridas no Informe Técnico n21 da ANVISA (2008) (39).

Aquecimento 60°C

Umidade 75% UR ou mais
Solucdo Acida 0,1N HCl

Solucdo Basica 0,1N NaCH

Solucdo Oxidativa 3% H,0,

Fotélise UV-B fluorescente
fons Metalicos 0,05M Fe ** ou Cu **

Na RDC n2 58 (5) a ANVISA n3o sugere mais as condi¢Bes dos testes, apenas exige
gue todos os insumos farmacéuticos ativos isolados e em associa¢do, no caso de associagées
em dose fixa, as formulacbes e os placebos sejam submetidos aos ensaios de hidrdlise acida,
basica, oxidacdo, aquecimento, umidade, exposicdo fotolitica e a ions metalicos, e que haja
uma degradagado superior a 10% e inferior a degradagdo completa da amostra.

A doxorrubicina isolada, o medicamento e o placebo (lactose) foram submetidos as
condi¢Bes descritas acima, com excecdao da exposicdo a ions metalicos e umidade. Os

resultados destes estudos estdo descritos a seguir.

5.2.1. Estudos de estresse

5.2.1.1.Hidrdlise

Segundo Baertschi (2011) (37), a hidrélise € um dos mecanismos de degradagdo mais
comuns e frequentes ocorridos em medicamentos, pois a presenca da agua na grande
maioria dos ativos farmacéuticos, (por exemplo, os hidratos), nos excipientes e a propria

umidade do ar, gera condi¢Ges adequadas para que haja tal reacdo.

Em um levantamento realizado por Alsante et al. (2003) (40), os autores notaram que
a maioria das industrias farmacéuticas realiza a degradacao por hidrdlise acida e basica, mais

frequentemente em solucdes do que em formas farmacéuticas sélidas. No caso da DOX,
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apesar de seu medicamento possuir a forma farmacéutica de liéfilo, ou seja, sdlida, ndo
sendo, portanto, comumente avaliada por ensaios de hidrélise, & muito importante
submeté-la aos testes de estresse por hidrdlise, pois, antes da administracdo do

medicamento, este é reconstituido em solugdo fisioldgica ou dgua para injecdo.

Ensaios realizados com a doxorrubicina padrdo e com o medicamento revelaram
extrema suscetibilidade da DOX a meios bdasicos. Em menos de uma hora de reagdo com
NaOH 0,01 moles.L! este ativo degradada aproximadamente 100% em temperatura
ambiente. Os cromatogramas (figura 10) a seguir ilustram a auséncia do pico da DOX apds

apenas uma hora de exposicdo a condicdo basica.
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Figura 10 - Cromatogramas do ensaio de hidrdlise basica do ativo doxorrubicina nos tempos

zero, 1 hora e 24 horas, respectivamente, em A 254 nm.

O perfil do cromatograma ap6s uma hora de reacdo da DOX com NaOH ndo é

satisfatdrio, porém nao foi dada énfase na melhora da separacgdo, pois os produtos de
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degradacdo presentes na amostra ndo sao reais. Por ter sido degradada em sua totalidade a
DOX, provavelmente, gerou produtos dos produtos de degradacdo e estes ndo sdo
relevantes, pois, possivelmente, ndo estardo presentes ho medicamento mesmo ao final de

seu prazo de validade.

Seguindo a classificacdo criada por Singh e Bakshi (2000) (41) (tabela 11), pode-se

classificar a DOX quanto a suscetibilidade a meio basico como extremamente |abil.

Tabela 11 - Sistema de classificacdo para hidrélise acida e basica (Singh e Bakshi, 2000) (41).

Categoria Condicao Tempo de exposicao  Temperatura  Degradacao
Praticamente estavel 5N 2 dias refluxo Nenhuma
Muito estavel 2N 1 dia refluxo Suficiente
Estavel 1N 12 h refluxo Suficiente
Labil 0,1N 8h refluxo Suficiente
Muito labil 0,01N 8h 40°C Suficiente
Extremamente labil 0,01N 2h 25°C Suficiente

Para melhor compreender a cinética de degradacdo por hidrdlise basica, foram
realizados ensaios por espectrofotometria no UV-Visivel. Com os resultados foi possivel
notar que no tempo zero de reacdo o espectro da doxorrubicina, tanto padrdo quanto
medicamento, sofre deslocamento de suas bandas principais quando comparados com o

padrdo sem reacdo, conforme indica a figura 11.

Segundo Anand et al. (2012) (35), a desprotona¢do do amino-agUcar daunosamina-
NH;" e de um dos OH fendlicos do anel B da porcdo agliconica em meio aquoso ocorre em
valores de pK de ca. 8,15 e 10,16, respectivamente, o que leva as grandes mudancas
observadas tanto na regido UV (252 e 233 nm) quanto na regido visivel (480 nm) do espectro

da doxorrubicina.
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Figura 11 - Comparacdo entre os espectros de UV-Vis (200-800 nm) do padrdo de DOX sem

reacdo (preto), exposto a NaOH 0,01 mol.L* (vermelho) e do medicamento também exposto

a hidrdlise (azul), todos no tempo zero de reacgdo.

O meio basico provoca um deslocamento batocromico e também um efeito
hipercrémico na absorgdo da DOX. Segundo Pavia et al. (2001) (42), a conjugacdo de grupos
cromdforos é responsavel pelo deslocamento batocrémico e pelo efeito hipercrémico,
simultaneamente. Portanto, no caso da DOX, a desprotonagdo do grupo amino e também de
um OH fendlico, conforme cita Anand et al. (2012) (35), ocasiona um efeito na ressonancia
da molécula, diminuindo a energia de transicdo requerida para que esta passe de um nivel

de menor energia para um de maior energia.

O padrdo utilizado no ensaio de cinética se mostrou estavel durante 48 horas. As
amostras de DOX e medicamento degradaram consideravelmente ao longo das 48 horas de

experimento, confirmando os dados encontrados por cromatograma liquida.
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O espectro de absor¢do da DOX padrdo durante a reagdo com NaOH obedece uma
cinética estavel de degradacdo, porém apds 24 horas sua banda caracteristica que se
encontra deslocada em aproximadamente 550 nm, em razdo do meio basico, volta para seu

estado inicial que é em 480 nm, conforme figura abaixo.
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Figura 12 - Cinética de degradacdo basica do ativo doxorrubicina por UV-Vis (200-800 nm)

nos tempos 0, 1, 2, 3, 24 e 48 horas.

Neste caso, o deslocamento da banda em A 550 nm para seu estado original de maior
energia (A 480 nm), apds 24 horas de exposicdo a meio extremamente basico, também
conhecido como deslocamento hipsocrémico, pode ter ocorrido em razdo da quebra da
molécula da DOX, com consequente perda de parte importante para seu efeito cromdéforo.

O deslocamento descrito anteriormente ndo acontece com a doxorrubicina quando

no medicamento. A banda em 550 nm ndo volta para seu estado inicial apds 24 horas de

reacdo, mantendo o mesmo perfil do inicio ao fim do experimento, conforme mostra a
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figura abaixo. Provavelmente, isto se deve ao fato de o medicamento ter seu pH inicial

neutro e também em razdo da presenca de lactose na formulagao.

Cinética de degradagao NaOH - MEDICAMENTO

1,2
— T=0
— T=1
1,0 — T=2
— =3
@© e T=
o 08 T=24
N — T=48
©
£
5 0,6
Z
()
ke
) 0,4
[72]
C
2
£ 0.2 -
0,0 5
L I T I T I L I L I T
200 300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 13 - Cinética de degradacdo basica do medicamento por UV-Vis {(200—800 nm) nos

tempos 0, 1, 2, 3, 24 e 48 horas.

Os resultados dos ensaios de hidrdlise acida da DOX, realizados com HCl em
diferentes concentracdes (0,05 e 0,01 mol.L'!), mostraram que, em temperatura ambiente,
tanto o padrdo cloridrato de doxorrubicina quanto o medicamento, sdo estaveis nestas

condi¢Bes durante 5 horas, conforme figura 14.
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Figura 14 — Comparagdo entre os cromatogramas do teste de hidrélise acida (HCI 0,05
mmoles.L!) com DOX (primeiro pico) e DAU (daunorrubicina) (segundo pico) nos tempos 0,
1, 2, 3, 4 e 5 h, mostrando que ndo houve diminuicdo significativa da area do pico.

Cromatogramas analisados em A 478 nm.

Esta estabilidade da DOX em meio acido péde ser confirmada, pois ndo ha diminuicdo
da area do pico da DOX (grafico 4). Nos cromatogramas, ndo ha o aparecimento de picos de
produtos de degradagdo e tanto o pico da DOX quanto o da DAU (daunorrubicina) ndo
apresentaram impurezas coeluindo. Em testes realizados com a DOX, Janssen et al. (1985)
(43) concluiram que, quando em soluc¢do dos tampdes Tris e fosfato pH 4 a DOX é mais
estavel que em meio de cultura celular pH 7,4. Os autores recomendam o uso de solu¢bes de

DOX com pH 4 para garantir uma maior estabilidade desta substancia.
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Grafico 4 — Grafico comparando a diminuicdo da area do pico da DOX em meio acido e

basico em func¢do do tempo de reacao.

O grafico 5 também mostra que a DAU ndo é susceptivel a meios acidos, pois a area
de seu pico ndo diminui significativamente ao longo das 5 horas de rea¢do. Além disso,
avaliando-se os cromatogramas, também ndo é possivel identificar nenhum pico de produto

de degradacao.
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Grafico 5 - Grafico mostrando que ndo houve diminuicdo significativa (teste KW, p>0,05) na

area do pico da DAU quando submetida a degradacdo por hidrélise acida por 5h.

Avaliando-se a cinética de degradacdo da DOX em pHs baixos por
espectrofotometria, também é possivel concluir que ndo ha degradacdo significativa da
molécula ao longo de 23 horas de exposicdo a HCl em temperatura ambiente. Como
ilustrado na figura 15 abaixo, em pH 2 ndo ha diminuicdo nem deslocamento relevante das

principais bandas no espectro da DOX.
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Cinética de degradacao pH 2
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Figura 15 - Cinética de reacdo da DOX por UV-Vis em pH 2 e temperatura ambiente nos

tempos 0, 5, 10, 15, 20 e 23 horas.

Apesar de apresentar uma ligacdo glicosidica em sua estrutura molecular e esta ser
suscetivel a hidrélise acida, nos resultados obtidos a temperatura ambiente ndo foi possivel
confirmar a quebra da molécula e consequente formacdo de seu principal produto de
degradacdo acida. Estes resultados se assemelham aos reportados por Wassermann et al.
(1983) (44), no qual os autores concluem que a doxorrubicina é estavel a pHs baixos e sua

porcentagem de degradagao em meio aquoso a 22°C equivale a 1% em 80 min.

Estas informacgBes também sdo relevantes para sustentar o uso da fase maével acida
(tamp3o formiato 5 mmoles.L'}, pH 3) nas andlises por HPLC e LC-MS realizadas ao longo de

todo o estudo.

A fim de confirmar a suscetibilidade da doxorrubicina e principalmente da ligacdo
glicosidica a pHs baixos foram realizados ensaios de hidrélise com HCl 0,1 moles.L'™* com

temperatura constate de 50°C durante 48 horas.
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Os dados obtidos revelaram uma diferenca significativa da DOX e do medicamento.
Quando exposto a meio acido, o padrdo apresentou uma degradag¢do de 43% na primeira
hora de reagdo (figura 16), enquanto que o medicamento degradou 92% (figura 17). Apds
trés horas de reagdo ainda foi possivel notar a degradacdo de aproximadamente 50% do
padrdo, porém o ativo no medicamento ja havia degradado 100%. Tamanha degradacgao se

notou somente apds cinco horas de reacdo do padrdao com HCl a 50°C.
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Figura 16 - Cromatograma em A 254 nm do padrio de DOX exposto a HCl 0,1 moles.L'* 3

50°C nos tempos 0 e 1 hora, indicando formagdo de um uUnico produto de degradacdo apds 1

horas de reacdo.
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Figura 17 - Degradacdo do medicamento em HCl 0,1 moles.L-1 a 50°C nos tempos 0 e 1 hora

(A 254 nm), demonstrando alta taxa de degradacdo da doxorrubicina apds apenas 1 hora.

Esta degradacdo acelerada do medicamento quando comparado ao padrdo pode ter
sido ocasionada pela lactose, presente como excipiente da formulacdo. A lactose possui a
habilidade de sofrer reacdo de escurecimento ndo enzimatico (reag¢do de Maillard),
principalmente na presenca de aminas primarias (45). Esta reacdo é favorecida por umidade
e por temperaturas mais elevadas. A coloragdo marrom escura foi observada nas amostras
de medicamento e do ativo durante a reacdo em meio acido a 50°C, o que evidencia o

possivel acontecimento da reacdo de Maillard da DOX com a lactose.

Em todos os tempos de reagdo observou-se a formagdo de um unico produto de
degradacdo, com tempo de retencdo 40,5 min, tanto para o medicamento quanto para o
padrdo. A analise deste pico por espectrometria de massas confirma a estrutura do derivado

aglicénico da DOX, como uma possivel 7-deoxidehidrodoxorrubicinona (m/z 397) (figura 18).

Diferentemente do que descreveu Wasserman et al (1983) (44) e Beijnen et al (1986)
(46), que encontraram a doxorrubicinona como sendo o principal produto da hidrdlise da
doxorrubicina, a estrutura proposta para o produto de degradacdo encontrado, apesar de

bastante semelhante a doxorrubicinona, possui uma molécula a menos de agua (figura 19).
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Este fato pode ter ocorrido em razao da alta temperatura utilizada ao longo do experimento

(50°C), ja que os ensaios de Wasserman et al (1983) (44) foram realizados a temperatura de

37°C.
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Figura 18 - A) Cromatograma em A 254 nm da degradacdo acida com pico do produto de
degradacdo em Tr 40,5 min e pico da DOX em 33,3 min; A) Espectro de massas em modo
scan obtido por ionizacdo ESI modo positivo do pico em Tr 40,5 min confirmando a estrutura
prosposta como sendo a 7-deoxidehidrodoxorrubicinona (m/z 397) e o amino-agucar

daunosamina (m/z 148); C) Espectro de UV-Vis da 7-deoxidehidrodoxorrubicinona.

Na figura acima é possivel perceber que o espectro de UV-Vis da 7-

deoxidehidrodoxorrubicinona é bem semelhante ao da doxorrubicina (figura 4). Isto
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acontece, pois as estruturas responsaveis pela absor¢do no UV-Vis da DOX se mantiveram

intactas no produto de hidrdlise.

H+
—_—
O
/O O OH
Doxorrubicina 7-deoxidehidrodoxorrubicinona
m/z 544 : OH m/z 397
NH, +
OH
O
HC Y NH,
OH
daunosamina
m/z 148

Doxorrubicinona
m/z 415

Figura 19 — Estruturas moleculares da doxorrubicina e os produtos de hidrélise acida, 7-
deoxidehidrodoxorrubicinona (m/z 397) e o amino-aglcar daunosamina (m/z 148),
encontrados ao longo dos experimentos e a doxorrubicinona (m/z 415) citada por

Wasserman et al (1983) (44).

Muito se discute na literatura cientifica sobre a doxorrubicinona ser ou ndo ser um
metabdlito da DOX. Andersen et al. (1999) (47) concluiu em seus experimentos de
farmacocinética em humanos que o metabdlito da DOX é a 7-deoxidoxorrubicinolona e nao
a doxorrubicinona. Ja Sokolove (1994) (48) aponta em sua revisdo que muitos autores
encontram o derivado agliconico da DOX, a doxorrubicinona, nos instantes iniciais do
metabolismo e com o passar do tempo se encontra apenas outros derivados como a 7-
deoxidoxorrubicinolona. Segundo Sokolove (1994) (48) esta variacdo depende de varios
fatores como preparo da amostra, tipo de analise, tempo de armazenamento da amostra,

dentre outros. Apesar da discussdo cientifica, os derivados aglicbnicos da DOX séao
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conhecidos e a maioria deles esta associada ao principal efeito téxico da DOX, a

cardiotoxicidade (48).

Caso um produto de degradacdo encontrado no medicamento seja identificado como
sendo um metabdlito conhecido da DOX, ndo haveria a necessidade de se realizar os testes
toxicoldgicos para a qualificagdo do mesmo, ja que a prépria RDC n2 58 (5) traz em seu artigo
102 que se o produto de degradacdo for um metabdlito significativo encontrado durante

estudos em humanos ou animais este sera considerado qualificado.

5.2.1.2.0xidacdo

A oxidacdo juntamente com as reacdes de hidrélise catalisadas por acidos ou bases
sdo as maiores responsaveis pela diminuicdo da concentracdo dos ativos farmacéuticos nos
medicamentos, e consequentemente, pela maior formacdo de produtos de degradagdo (37).
O principal objetivo do teste de estresse por oxidacdo é detectar os fatores que controlam
estas reagGes e também identificar os principais produtos de degradagdo gerados. Em
formas farmacéuticas sélidas a reacdo de oxidacdo por autoxidacdo dificilmente segue a
sequéncia de iniciacdo, propagacdo e término, muito provavelmente pela falta de
mobilidade dos compostos e principalmente dos radicais responsaveis pela reacdo. Esta
reacdo é muito dificil de prever em razdo da complexidade natural da oxida¢do, na qual os
intermediarios oxidativos sdo muitas vezes termicamente instaveis e podem se decompor
por diferentes vias quando expostos a temperaturas elevadas. O aumento da temperatura,
por consequéncia, ndo ird levar a mudancas previsiveis na taxa de degradacdo, e a dindmica
e vias de oxidacdo sdo diferentes daquelas observadas nas rea¢Ges de oxidacdo em

temperaturas menores (37).

Em solucdo os mecanismos e a dinamica da reacdo por oxidagdo irdo depender da
guantidade de oxigénio dissolvido. Com isso, a velocidade de reacdo sera diretamente
influenciada pelo aumento da temperatura, ja que este aumento ira diminuir a concentracao
de oxigénio dissolvido, diminuindo, assim, a probabilidade de acontecer esta degradacao

(37).
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Os ensaios de oxidacdo com a DOX foram realizados com solucdo de peroéxido de
hidrogénio 30% a temperatura ambiente e a reac¢do foi avaliada durante 48h. Os resultados
demonstraram a susceptibilidade da DOX ao meio oxidativo, com decréscimo gradativo da
area do pico do ativo com o passar do tempo (teste KW, p<0,05). Apds 48h de reagdo a

degradacdo foi completa (grafico 6).
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Grafico 6 — Grafico demonstrando a diminuicdo gradual da area do pico da DOX quando

submetida a oxidacdo por H,O, 30%.

Na cinética de degradacdo ilustrada na figura acima se percebe que as primeiras
horas de reacdo da DOX em meio oxidativo obedecem certa linearidade e a velocidade de
reagao é controlada. Apds 5 horas de reagdo a degradacgdo total observada é de 25% tanto
para o ativo quanto para o medicamento, sendo possivel notar uma degradacdo gradual

para ambos de aproximadamente 5% por hora.

Esta mesma cinética de degradacdo pode ser observada quando a solugdo oxidante
esta a 3%. Nesta condicio a DOX padrdo e medicamento também degradam

aproximadamente 5% por hora durante as primeiras 5 horas. Porém, a diferen¢a entre os
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ensaios se da apos 48 horas, visto que, quando utilizado H,0, 3% ainda é possivel identificar
o0 pico de DOX no cromatograma, diferentemente de quando se usa H,O0; 30% que a

degradacdo é total (figura 20).
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Figura 20 - Cromatogramas do ensaio de estresse com H,0, 3% nos tempos O e 48 horas (A

254 nm), indicando a ndo degradacdo total da DOX apds 48 h de reacgéo.

Nas analises por espectrofotometria também foi possivel verificar certo controle da

reacdo nas primeiras horas seguido de uma degradacdo mais significativa em 24 e 48 horas,

conforme mostra a figura abaixo.
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Comparagao DOX padrao 400-600 nm
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Figura 21 - Cinética de reacao da DOX com H,0; 3% por UV-Vis a temperatura ambiente

durante 48 horas.

Apods 24 horas de reacgdo, tanto o padrdo quanto o medicamento, apresentaram o
mesmo  produto de degradacdo encontrado na  hidrdlise acida, a 7-
deoxidehidrodoxorrubicinona, com tempo de retencdo de aproximadamente 40,5 min, e

relacdo m/z 397, identificada por espectrometria de massas.

5.2.1.3.Degradacdo térmica

No classico artigo de Kennon, publicado em 1964 (49), o autor discute a influéncia do
aumento da temperatura (ambiente a 85°C) sobre a taxa de degradacgdo dos produtos
farmacéuticos, no sentido de prever a validade dos medicamentos. Além de ter sido um
marco histdrico e base para muito outros trabalhos publicados, este artigo subsidiou o que

se conhece como “A regra de Joel Davis”, a qual assume que a exposicdao de um produto a
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40°C e 75% de umidade relativa (UR) por 3 meses é equivalente a 24 meses a temperatura
ambiente (37). Esta é a condigdo atualmente empregada nos estudos de estabilidade
acelerada, que, juntamente com os ensaios de degradacdo forcada, conseguem prever os

provaveis produtos de degrada¢do dos medicamentos ao final de seus prazos de validade.

No guia Q1A (R2) do ICH é recomendado que o estudo de estresse seja realizado com
temperaturas maiores que as empregadas no estudo de estabilidade acelerada, devendo-se
aumentar os valores de 10 em 10°C. Ndo ha nenhuma justificativa clara do uso deste
incremento, mas, segundo Reynolds (2002) (50) e Alsante (2007) (51), a cada aumento de

10°C na temperatura a taxa de rea¢do aproximadamente dobra.

O estudo de degradacdo da doxorrubicina expds solugbes do ativo, do medicamento
e do placebo a temperatura de 50°C na auséncia de luz e com umidade relativa controlada.
Apds 3 horas de reacdo nao foi observada nenhuma diminuicdo significativa na area da DOX
e nem picos de produtos de degradacdo nos cromatogramas. A partir de 4 horas, o ativo
apresenta diminuicdo de 10% na area e alguns picos de impurezas podem ser notados. O
medicamento comecga a degradar apenas apds 5 horas de reagdo, na qual apresenta 7% de
queda de teor. Em 48 horas a 50°C tanto o ativo quanto o medicamento degradaram 26%. O

placebo apresentou queda de apenas 4% apds 48 horas de estudo.

Um Unico pico de degradacdo foi observado apés 24 horas, com tempo de retencao
de 35,1 min. Este mesmo pico também foi encontrado no cromatograma de 48 horas,

conforme mostra a figura 22.
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Figura 22 - Cromatogramas nos tempos 4, 24 e 48 horas (A 254 nm) do padrdo de DOX
exposto a 50°C. Os cromatogramas nos tempos 24 e 48 horas indicam a presenca de um

Unico produto de degradag¢do com Tr em 35,1 min.

Uma possivel estrutura molecular para este composto com Tr em 35,1 min p6de ser
proposta por meio dados obtidos pela espectrometria de massas. Sua relacdo m/z de 530
indica a presenca do amino-aglcar na molecular, o que infere em uma mudancga na cadeia

lateral do composto. Sendo assim, a estrutura mais provavel seria a descrita abaixo.
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Figura 23 - A) Cromatograma do medicamento (A 254 nm) apds 48 horas de exposi¢do ao
calor (50°C) ilustrando pico do principal produto de degradacdo; B) Espectro de massas
obtido no modo scan por ESI modo positivo do pico do produto de degradacdo por

temperatura (Tr 34,9 min) com sua possivel estrutura molecular.

5.2.1.4.Fotodegradacdo

O estudo de fotodegradacdo é o Unico que possui diretrizes descritas pelo ICH,
dispostas no guia Q1 B (64), teste de fotoestabilidade para novos insumos farmacéuticos e
medicamentos. Neste guia ha descrito as condi¢Bes que se deve submeter as amostras a fim

de simular uma exposicdo a luz ao longo do tempo de vida do medicamento.

A avaliacdo do comportamento do ativo frente a fotoexposicdo é de extrema
importancia, pois substancias capazes de absorver luz, consequentemente, sdo capazes de
sofrer reagBes fotoquimicas que podem resultar em transformac¢bes intra e
intermoleculares. Segundo Kleinman et al. (2010) (52), moléculas que possuem grupos
cromoforos (partes da molécula capazes de absorver luz UV e visivel na faixa de 290 a 700
nm, como, por exemplo, duplas conjugadas ou anéis aromaticos), podem ser ativadas

fotoquimicamente por radiacdo UV ou visivel. Consequentemente, esta ativacdo pode
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alterar sistemas bioldgicos e, se a exposicdo for suficiente, pode causar efeitos danosos,

incluindo fototoxicidade.

Kleinman (2010) (52) ainda correlaciona algumas caracteristicas fotoquimicas, como
o coeficiente de absorcdo molar (€), o rendimento quantico de fluorescéncia e o tempo de
vida de fluorescéncia, das moléculas com a probabilidade de serem fototdxicas. Em seu
estudo com 40 compostos, ele conclui que todos os resultados positivos para toxicidade in
vitro foram de substancias com que possuem, pelo menos, uma absor¢cdo maxima no UV-Vis

entre 290 e 700 nm com € maiores que 1000 L.molt.cm™.

Diante destas informacdes, deve se atentar para o fato do composto em estudo
possuir um € de aproximadamente 11000 L.mol™.cm™ em A 480 nm. Além disso, o amplo

espectro de absorcdo da doxorrubicina chama atencdo para possiveis reacdes fotoquimicas.

A fotoestabilidade da doxorrubicina foi avaliada conforme apresentado no item 4.3.1
da secdo materiais e métodos e os resultados tanto para o padrdao quanto para o
medicamento foram bastante semelhantes. Apds 48 horas de exposi¢do o padrao degradou
32% e o medicamento 23%. A fim de garantir a confiabilidade dos resultados, foram
avaliados também seus respectivos controles escuros, que se mantiveram estaveis apds o
tempo total de exposicdo, indicando que a degradacdo observada neste ensaio foi Unica e
exclusivamente devido a luz e ndo a temperatura ou umidade, por exemplo. Também é
possivel notar uma degradagdo de apenas 10% apds 5 horas de exposicdo tanto para o

padrdo quanto para o medicamento.

Para avaliar a influéncia do oxigénio do meio sobre a fotodegradacdo foram
analisadas amostras ambientadas com nitrogénio. Ndo foi possivel observar nenhuma
diferenca significativa na degradacdo das amostras. 48 horas de exposicdo a luz em meio

nitrogenado, as amostras degradaram 26%.

Avaliando-se os cromatogramas deste estudo, nao foi possivel detectar nenhum pico
de produto de degradacdo, mesmo com a diminui¢do do pico do ativo (figura 24). Isto
também foi observado por Williams e Tritton (1981) (53), que ndo conseguiram detectar os
degradantes da DOX apds sua fotodegradacdo, nem por HPLC tdo pouco por fluorescéncia e

RMN (ressonancia magnética nuclear).
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Figura 24 — Cromatogramas da fotodegradacdo da DOX nos tempos O e 48 horas em A 254

nm constatando nenhum aparecimento de produto de fotodecomposicao.

A suscetibilidade da DOX a radiacdo UV-A (400 — 315 nm) também foi avaliada. Apés

48 horas de reacdo, tanto o ativo quanto o medicamento apresentaram degradacdo de

apenas 10%, mostrando pouca suscetibilidade do composto a esta radiagdo. Estes dados

corroboram com os resultados do estudo realizado por Bomgaars et al. (1997) (54), no qual

os autores avaliam a inativacdo da DOX por luz UV-A e constatam que o ativo sd apresenta

degradacdo quando na presenca de riboflavina dos meios de cultura de ensaios in vitro, ja

gue esta atua como um agente fotossensibilizador que interage com a DOX através da

formacado de espécies reativas de oxigénio.

5.2.2. Validacdo do método indicativo de estabilidade

O objetivo da validacdo é demonstrar que o método é apropriado para a finalidade

pretendida, no caso, a determinacdo quantitativa de produtos de degradacdo no

medicamento, e também garantir a confiabilidade dos resultados (28).

Seguindo a legislacdo vigente, a RE n2 899 (28), foram validados os seguintes

parametros: especificidade, linearidade, precisdo e exatidao.
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A especificidade do método foi avaliada ao longo dos estudos de estresse, e
demonstraram a capacidade do método em separar os produtos de degradacao
encontrados, como mostra a figura abaixo (figura 25), referente ao ensaio de degradacéo

com H,0, por 24 horas, temperatura ambiente, que degradagdo a DOX em 50%

Intens.

[mAUL
125
100

759

504

254
0-= = e T T T T T T

15 20 25 30 35 40 45 50  Time [min]
[——DOX H202 3% T=24_1-38_01_1361.d: UV Chromatogram 254 nm |

Figura 25 - Ensaio de degradagao da DOX por H,0;, 3% por 24 horas a temperatura ambiente

(A 254 nm).

A precisdo intra-corrida foi avaliada através da injecdo de 6 amostras de placebo
contaminados na concentracdo da especificagdo do produto, ou seja, no limite de

identificacdo (0,2% de 1mg.mL). Os resultados estdo descritos na tabela abaixo.

Tabela 12 - Resultados do teste de precisdo intra-corrida

Precisdo Intra-corrida

Solugao Concentragio {mg.mL™)
Intra 1 0,002221
Intra 2 0,002217
Intra 3 0,002232
Intra 4 0,002222
Intra 5 0,002232
Intra 6 0,002224
Média 0,002371
Desvio Padrdo 0,000013

DPR (%) 0,56%
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Segundo Snyder et al. (2010) (38), quando um método possui um desvio padrio
relativo (DPR) abaixo de 1%, este é considerado adequado. O autor ainda aponta que
métodos de detec¢do de baixas concentragbes de impureza o DPR pode ser de 5 a 10%.
Portanto, o resultado expresso acima indica que o método é preciso, ou seja, capaz de
determinar resultados préximos obtidos em uma série de medidas de uma amostragem

multipla de uma mesma amostra (28).

Os resultados obtidos no ensaio de precisdao em dias diferentes e sendo as amostras
preparadas por um analista diferente, também indicaram a precisdo inter-corrida do

método, conforme a tabela abaixo.

Tabela 13 - Resultados do ensaio de precisdo inter-corrida

Precisdo Inter-corrida

Solugao Concentragdo (mg.mL™)
Intra 1 0,002221
Intra 2 0,002217
Intra 3 0,002232
Intra 4 0,002222
Intra 5 0,002232
Intra 6 0,002224
Inter 7 0,002355
Inter 8 0,002357
Inter 9 0,002370
Inter 10 0,002386
Inter 11 0,002380
Inter 12 0,002381
Média 0,002298
Desvio Padrao 0,000077
DPR (%) 3,36%

Os resultados do ensaio de exatiddo, indicados na tabela 14, demonstram a
capacidade do método indicativo de estabilidade desenvolvido de detectar concentracgGes

prdoximas as reais.
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Tabela 14 - Resultados do ensaio de exatidao para os pontos 50%, 100% e 120%

Exatidao
Solucio  Intervalo Concentracdo Concentragdo Recuperacdo
¢ Teérica (mg.mL?)  Experimental (mg.mL?) (%)
Exaltfao 0,0010448 0,0009413 90,09
Exatiddo BAIXO
o 50%) 0,0010448 0,0009405 90,02
Exa;fao 0,0010448 0,0009378 89,76
Exa;';ao 0,0020880 0,0024597 117,80
Exatiddo  MEDIO
8 (100%) 0,0020880 0,0024248 116,13
Exa:;ao 0,0020880 0,0024524 117,45
Exa;I((:iaO 0,0025056 0,0030073 120,02
Exatiddo ALTO
e (120%) 0,0025056 0,0030005 119,75
Exatiddo
o 0,0025056 0,0030098 120,12
Desvio Padrdo 14,36
DPR (%) 13,17%

O valor de DPR no teste de exatiddo pode variar de acordo com a finalidade do
método. Para métodos de quantificacdo de impurezas, como se trabalha com concentracbes
muito baixas, préoximas ao limite de quantificagdo a variacdo que pode ser encontrada é
maior quando comparada com outros ensaios, como o de teor, por exemplo. Portanto, DPR

de até 15% sdo aceitaveis para métodos indicativos de estabilidade (55).

5.3.  Avaliacdo do medicamento

Conforme mencionado no item 5.2 desenvolvimento do método indicativo de

estabilidade, o principal objetivo de se desenvolver um método indicativo de estabilidade
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(MIE) é para que este seja aplicado nas amostras provenientes dos estudos de estabilidade
tanto acelerada quanto prolongada, a fim de se determinar os reais produtos de degradacao
presentes. Depois de desenvolvido, devidamente desafiado e validado o MIE este esta apto a

ser aplicado no estudo de estabilidade.

De posse de amostras de medicamentos vencidos apenas, analises foram realizadas
com o objetivo de avaliar o comportamento do ativo ao longo do tempo de vida do
medicamento, a fim de avaliar a formacdo de produtos de degradacdo de acordo com as

condicBes de transporte e, principalmente, armazenamento do produto.

O cromatograma abaixo indica a presenca de um unico produto de degradagdo no

medicamento (figura 26).
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Figura 26 - Cromatograma da analise do medicamento em A 254 nm apds prazo de validade

expirado indicando a presenca de um Unico produto de degradacdo em Tr 34,9 min.

Existem algumas maneiras de se calcular a concentracdo dos produtos de degradacao
nas amostras. Dentre elas as mais comuns sdo por correlagdo entre as areas dos picos de
impurezas e o pico do padrdo do ativo na concentracdo da especificacdo, ou seja, injeta-se
no cromatégrafo uma solucdo do padrao do ativo na concentracdo da especificacdo do
produto para impurezas individuais, geralmente esta concentragdo é o limite de
identificacdo, e compara-se as areas do padrdo com as dos produtos de degradacgdo. Outra
forma de calcular é por porcentagem darea, na qual se avalia qual a porcentagem

correspondente da drea do pico da impureza com relacdo a area do pico do ativo.

Através da medida de area relativa é possivel determinar que o produto de

degradacdo encontrado na analise do medicamento (figura 26) apds seu prazo de validade é
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de aproximadamente 7%, o que significa que, se este produto estivesse disponivel no
mercado, seu limite para produto de degradacdo estaria fora da especificacdo. Porém, o
mesmo encontra-se vencido, provavelmente, por isso esta porcentagem esteja acima dos

niveis esperados.

Analisando o espectro de massas do pico da impureza encontrado no medicamento,
é possivel caracteriza-la como sendo a mesma molécula descrita nos ensaios de degradacao

térmica, ja que seus espectros de massas sdo bem semelhantes (figura 27).

Intens.
mu{ A
800+

33.4 min
600+

400+

200
34.9 min

0% T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 Time [min]

Imenss. B +MS, 34.9min #2878
x10

—+
1.259 530.3

1.004

0.754

0 O OH O@‘\‘NHZ
0 < ""OM

0.25 2355 5023 | CH,

0.50

811.6

130.3 1591 1954 261.4 321.4 365.3 6626 goa0 7407 778.9

854.1

200 300 400 500 600 700 800 mz

Figura 27 — A) Cromatograma da analise do medicamento vencido (A 254 nm) contendo
produto de degradagdo em Tr 34,9 min; B) Espectro de massas na modo scan, ioniza¢do por
ESl+ referente ao pico em Tr 34,9 min ilustrando a possivel estrutura do principal produto de

degradacdo do medicamento.

A estrutura proposta pode ser confirmada avaliando-se o espectro de massas
originado da fragmentac&o do ion m/z 530, que da origem ao fragmento com m/z 383, que
corresponde a perda do aminoagucar daunosamina da molécula principal, conforme ilustram

as figuras abaixo.
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Figura 28 — A) Espectro de massas ho modo scan com ionizacdo por ESl+ do principal
produto de degradacdo do medicamento; B) Espectro de massas MS2 do ion m/z 530,
confirmando a estrutura proposta para o principal produto de degradagdo presente no

medicamento.

Figura 29 — Estrutura molecular do principal produto de degradacdo do medicamento (ion

m/z 530) e seu principal fragmento (ion m/z 383).

Portanto, o Unico produto de degradacdo real encontrado no medicamento é

proveniente da sua exposicdo a temperatura.
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5.4. Teste de congelamento

A fim de garantir a estabilidade das solu¢Bes utilizadas ao longo do estudo, foram
realizados testes de congelamento das amostras de padrdo de doxorrubicina em agua,
tampdo MOPS 10 mmoles.L™ pH 7 e soro fisiolégico 0,9%, e trés ciclos de congelamento e
descongelamento foram avaliados. Também foi avaliada a influéncia de oxigénio (0,) na
amostra.

Os coeficientes de variacdo entre as areas das amostras, na presenca e auséncia de
0,, nos ciclos de congelamento estdo descritos na tabela a seguir. Através dos valores
encontrados pode-se concluir que ndo houve diminuicdo da area da DOX durante o periodo
de congelamento e nenhuma interferéncia foi encontrada nos cromatogramas que pudesse

inferir a instabilidade da molécula frente a condi¢do de descongelamentos consecutivos.

Tabela 15 - Variacdo entre as areas do padrdo de doxorrubicina apds trés ciclos de
congelamento e descongelamento, em diferentes diluentes e na presenca e auséncia de O.

Areas avaliadas em A 480 nm.

Média das Areas Desvio Padrao CV (%)

DOX H,0 O, 3354254 9256,41 0,28%
DOX H,0 N, 3471836 52723,7 1,52%
DOX SORO O, 3644618 11838,5 0,32%
DOX SORO N, 3766736 50367,24 1,34%
DOX MOPS O, 658796,5 4051,286 0,61%
DOX MOPS N, 653622,3 7179,989 1,10%

Na tabela acima é possivel perceber que a presenca de O, na amostra ao invés de

acelerar a degradacgdo, ajuda a conservar a integridade da amostra.
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5.5.  Avaliacdo da Toxicidade dos Produtos de Degradacdo da Doxorrubicina

Um dos ensaios mais utilizados para avaliar a genotoxicidade dos compostos, como
descrito no item 1.4. da introducdo, é o teste de Ames. Este teste consiste em avaliar se a
substancia em analise possui efeito mutagénico sobre cepas especificas de Salmonella sp.
dependentes de histidina. Caso o composto seja mutagénico ele ira causar uma mutagdo nos
genes da bactéria tornando-a, assim, capaz de capturar histidina do meio, favorecendo,

consequentemente, o crescimento das col6nias (56).

Segundo Kenyon et al. (2007) (57), a toxicidade do ativo quando presente nas
amostras contendo as impurezas de interesse pode comprometer o resultados dos testes de
Ames. Por isso, ndo foi possivel realizar este ensaio com os produtos de degradacdo da DOX,

ja que estes ndo foram isolados do ativo e também em razdo da alta toxicidade da DOX.

A fim de estimar a mutagenicidade do principal produto de degrada¢do encontrado
nas analises do medicamento foi realizado um teste de Ames in silico através do software
ACD/Percepta (ACD/Labs). O resultado deste teste indica a probabilidade de 89% do
composto em questdo gerar resultado positivo para o teste de Ames, com margem de

seguranca de 48%, conforme mostra a figura 36.

Para avaliar a confiabilidade dos resultados obtidos neste ensaio in silico, a
doxorrubicina também foi testada (figura 30), esperando-se encontrar resultado positivo, ja
gue esta é comprovadamente carcinogénica. O resultado obtido para a DOX confirmou sua
mutagenicidade com margem de seguranga de 95%, o que garante a confiabilidade dos

dados obtidos.
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Doxorrubicina Produto da degradacao térmica

0 OH 0 0 OH OH

NH,
Probabilidade de resultados positivo para Probabilidade de resultados positivo para
teste de Ames: 0,95 teste de Ames: 0,89
Confiabilidade: Alta (RI1=0,95) Confiabilidade: Limite (R1=0,48)

Figura 30 — Resultado do ensaio in silico para mutagenicidade (teste de Ames) da

doxorrubicina e de seu principal produto de degradacao.

A figura 30 também ilustra em vermelho a principal parte da estrutura da molécula
responsavel pela possivel acdo mutagénica. Comparando-se a estrutura do produto de
degradacdo em andlise com a da DOX, é possivel notar grande semelhanca entre as partes

responsaveis pela toxicidade.

A doxorrubicina é bastante conhecida por sua importante cardiotoxicidade, porém
seu efeito téxico para a medula dssea também é bastante relevante. Em estudo conduzido
por Nurgalieva (2011) (58), foi constatado que, perante varios tratamentos contra o cancer
de mama, o regime que utiliza antraciclina e os que utilizam agentes alquilantes, sdo os mais
mielotdxicos. A mielossupressdo induza por medicamento ndo sé limita o tratamento com os
agentes citostaticos, como também é um fator de risco para um progndstico ruim, devido a
diminuicdo significativa da imunidade e de outros sistemas contra a doenga. Além disso, ha
crescente evidéncia de que a resisténcia adquirida pelos tumores ao tratamento pode advir

de danos em células-tronco (59).

A quimioterapia mata as células cancerosas mais diferenciadas em tumores, porém,
as células-tronco sobreviventes podem causar metastase disseminada ou reincidéncia de

tumores agressivos apods falha do tratamento (59). Segundo Calcagno (2010) (60),
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tratamentos prolongados com doxorrubicina aumenta a proliferacdo de células-tronco
caracteristicas de cancer de mama, o que, consequentemente, aumenta a resisténcia ao

farmaco.

A fim de avaliar a a¢do tdxica da DOX foram realizados ensaios de viabilidade celular
em células mononucleares (PBMC), conforme descrito no item 4.7.2. na secdo materiais e
métodos. O objetivo destes testes foi avaliar se ha diferenca entre a toxicidade de amostras
de doxorrubicina e do medicamento utilizado no tratamento do cancer, e o ativo e o

medicamento contendo quantidades significativas de produtos de degradacao.

Avaliando-se os resultados do efeito citotdxico da doxorrubicina e de seu
medicamento em células mononucleares foi possivel concluir, conforme ilustra o grafico
abaixo e através do tratamento estatistico dos dados, que ndo houve morte significativa das

células quando estas foram expostas as concentracdes descritas do ativo.
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Grafico 7 — Resultado da avaliacdo da agdo citotdxica da doxorrubicina e de seu
medicamento em células mononucleares (PBMC) indicando que ndo houve morte

significativa das células com as concentracgfes descritas.

Quando avaliados os resultados obtidos tratando-se as células mononucleares com
amostras contendo quantidade significativa de produtos de fotodegradacao, ndo foi possivel
encontrar morte celular significativa (grafico 8). Com isso, pode-se concluir que os produtos

de degradacdo formados por fotdlise ndo sdo citotdxicos.
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Grafico 8 - Resultado da avaliagdo da acdo citotéxica de amostras de doxorrubicina e de seu
medicamento contendo quantidade significativa de produtos de degradacdo formados por
fotolise em células mononucleares (PBMC) indicando que ndo houve morte celular

significativa.

O resultado mais importante deste estudo foi obtido quando as células
mononucleares foram tratadas com as amostras de doxorrubicina e de medicamento
contendo produtos de sua termodegradacdo. Mesmo utilizando-se as mesmas
concentragcBes de doxorrubicina que os padrdes do ativo e do medicamento, foi possivel

identificar morte celular significativa no tratamento das células (grafico 9).
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Grafico 9 — Resultados do tratamento de células mononucleares com amostras de
doxorrubicina e de medicamento contendo produtos de termodegradacao, indicando morte
significativa das células nas concentracdes de ativo 2, 3 e 3,5 umI.L'1 (**) e de medicamento

5 umol.L™ (*).

O tratamento com o padrdo de DOX degradado por temperatura nas concentragées
de 2,3e3,5 umoI.L'1 matou as células em estudo. O mesmo ndo ocorreu quando se tratou
as células com DOX apenas, conforme mostra o grafico 1. Isto, provavelmente ocorreu em
razdo da presenca de produtos de degradacdo na amostra, ou seja, é possivel concluir que os
produtos de degradacdo formados por temperatura sdo mais citotdxicos do que a prépria

doxorrubicina.

Os ensaios realizados com o medicamento identificaram que houve morte celular
apenas no tratamento com a amostra de concentracdo 5 umol.L’l. Com isso, é possivel
concluir que, apesar do medicamento contendo produtos de degradacdo térmica induzir
citotoxicidade nas células mononucleares, isto ocorre somente em concentragGes mais altas

tanto de DOX quanto de produto de degradacao.

Este dado é bastante relevante, pois a analise do medicamento apds expirado seu
prazo de validade, descrita no item 5.3. desta sec¢do, identificou o produto de degradacao
térmica como sendo a principal impureza encontrada no medicamento. Portanto, conclui-se
com os resultados dos ensaios de viabilidade celular que a presenca do produto de

termodegradacdo da DOX é mais citotdxico do que o ativo isolado.
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Em experimentos de toxicidade in vitro realizados com 7 metabdlitos da DOX em
células da medula 6ssea, Dessypris et al. (1986) (61) concluiram que estes os compostos
agliconicos da DOX sdo menos prejudiciais do que o ativo, inferindo, portanto, que a
daunosamina possui papel importante na toxicidade da DOX. Um dos metabdlitos avaliados
foi o doxorrubicinol, que possui estrutura bastante semelhante ao produto de
termodegradacgdo presente no medicamento. Este metabdlito foi considerado téxico pelos
autores e este resultado corrobora com o resultado encontrado neste estudo, apesar de as

células avaliadas terem sido diferentes.
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6. CONCLUSOES

Por meio do método indicativo de estabilidade desenvolvido e validado, foi possivel
avaliar a suscetibilidade da doxorrubicina a diferentes condicGes de estresse, e este
composto se mostrou bastante instavel, pois apresentou degradacao significativa em quase

todos os testes realizados.

A hidrélise basica do ativo foi praticamente total apés apenas 1 hora de reacdo,

indicando extrema suscetibilidade do composto a esta condicao.

Apesar de possuir um grupo acetal em sua estrutura molecular, sendo este instavel a
meio acido, sua hidrdlise sé foi possivel quando a reagdo ocorreu com temperatura de 50°C,
inferindo certa estabilidade da molécula a meio acido. Com o auxilio da técnica de
espectrometria de massas foi possivel identificar o Unico produto de degradacdo formado
por esta condicdo, sendo este a 7-deoxixehidrodoxorrubicinona, um dos derivados

agliconico da doxorrubicina.

Comparando-se o padrdo de DOX com o medicamento nota-se uma diferenca
significativa nos resultados encontrados para hidrélise acida com temperatura, confirmando

o que se discutiu anteriormente sobre a influéncia da lactose da formulagao.

Os resultados de oxidagdo indicaram a instabilidade do ativo a meios oxidativos, ja
que, em apenas 5 horas de contato com solugdo de H,0; 3% houve uma degradag¢ao de 25%.
Temperatura e luz fluorescente também foram capazes de degradar o farmaco em
guantidade suficiente para classifica-lo com termo e fotoinstavel. A condicdo menos
degradante encontrada foi a exposi¢do a radiagdo UV-A, a qual degradac¢do apenas 10% do

composto ap6s 48 horas.

O produto de degradacdo formado por temperatura foi caracterizado e sua estrutura

proposta, conforme figura abaixo.
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Figura 31 — Estrutura molecular proposta para o produto de termodegradacdo da

doxorrubicina

As tabelas seguir trazem os resultados compilados de todas as condi¢Bes avaliadas

durante o estudo.

Tabela 16 - Resultados das degradacdes da DOX padrao

Ensaio Condicdo Temperatura Tempo  Degradacao
NaOH 0,01 mol.L" - 1h 100%
HC| 0,01 mol.L™ - 23 h -

HC| 0,1 mol.L™! 50°C 1h 43%
H,0O, 30% - 5h 25%
H,0O, 30% - 48 h 100%
H,0, 3% - 5h 25%
H,0, 3% - 48 h 85%
Temperatura - 50°C 48 h 26%
Luz branca 4,0 kluz 25°C 48 h 32%

UV-A 1,0 W/m? 25°C 48 h 10%
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Tabela 17 - Resultados das degradacgdes do medicamento

Ensaio Condicdo Temperatura Tempo Degradacao

NaOH 0,01 mol.L" - 1h 100%
HCl 0,01 mol.L™! - 5h -

HCl 0,1 mol.L"™ 50°C 1h 92%
H,0, 30% - 5h 24%
H,0, 30% - 48 h 78%
H,0, 3% - 5h 25%
H,0, 3% - 48 h 89%
Temperatura - 50°C 48 h 20%
Luz branca 4,0 kluz 25°C 48 h 23%
UV-A 1,0 W/m? 25°C 48 h 10%

A analise do medicamento apds expirado seu prazo de validade identificou o produto
de degradacdo térmica como sendo a principal impureza presente no medicamento. Com
isso, conclui-se que a temperatura é um fator muito importante para a degradacdo da DOX

e, portanto, deve ser controlada ao longo do tempo de vida do medicamento.

Os estudos de toxicidade realizados indicaram que a Unica amostra capaz de causar
morte celular de células mononucleares foram as que continham os produtos de degradacao
térmica. Este dado enfatiza a importancia do controle da temperatura para o produto. Além
disso, a avaliacdo in silico da mutagenicidade do principal produto de degradacdo da DOX

indicou alta probabilidade deste possuir caracteristicas mutagénicas, assim como a DOX.

Por fim, o presente trabalho desenvolveu um novo método indicativo de estabilidade
para o antineoplasico cloridrato de doxorrubicina, o qual poderd ser empregado pelas
industrias detentoras deste medicamento para avaliar as amostras dos estudos de
estabilidade e melhor prever a formagdo de impurezas ndo desejadas. Além disso, através
deste método, foi possivel identificar a principal via de degradacdo do medicamento como
sendo a via térmica, capaz de formar um produto de degradacdo caracterizado e qualificado

como toéxico para células mononucleares e provavel mutagénico pelo teste de Ames.
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