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RESUMO

SANTOS, S. A. S.; BINATTI, I.; FREITAS, I. B. Proposta de estudo de
degradacédo forcada a partir do estudo do perfil de degradacdo e produtos de
degradacéo para Epinefrina.

Nas Ultimas décadas a administracdo de medicamentos € uma das medidas utilizadas
para prevenir, tratar e controlar os sintomas de diversas doencas. Para que 0s
medicamentos possam ser registrados e comercializados no Brasil, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) exige que seja feita a avaliacdo da qualidade
medicamentosa por meio de estudos que comprovem sua estabilidade quimica, fisica e
microbioldgica até o fim do seu prazo de validade. Os estudos visam testar e avaliar a
variagdo da qualidade em funcdo do tempo diante da influéncia de diversos fatores
ambientais, além de monitorar a formacdo e toxicidade de impurezas e produtos de
degradacdo. O estudo de degradacdo forcada € o principal método que analisa a
influéncia dos fatores ambientais ao expor o insumo farmacéutico ativo e o
medicamento a condigdes mais extremas com o intuito de desenvolver o perfil de
degradacéo, identificar possiveis produtos de degradacdo que seriam obtidos ao término
da vida util e desenvolver um método indicativo de estabilidade. A primeira etapa do
estudo de degradacdo consiste no estudo do perfil de degradacéo, sendo este avaliado
por meio de pesquisa tedrica sobre o medicamento. Sendo assim, no presente trabalho
realizou-se um levantamento bibliografico para a avaliacdo do perfil degradativo e
proposta de condicGes de degradacdo forcada da solucdo injetavel de Epinefrina e
insumo farmacéutico ativo. Os dados reunidos neste trabalhno mostram que o insumo
farmacéutico ativo Epinefrina é mais estavel do que a solucéo injetavel e que a molécula
pode sofrer oxidacdo, racemizacdo e reacdo com componentes auxiliares das
formulacBes. Além disso, as reacOes de degradacdo da Epinefrina podem ser catalisadas
por alteracdes de pH da solucdo, exposicdo a oxigénio, contato com ions metalicos,
exposicdo a luz e temperaturas elevadas. Em conclusdo, por meio do levantamento
bibliografico foi possivel apresentar uma proposta para conducdo da parte experimental

do estudo de degradacéo forcada.

Palavras-chave: Epinefrina. Estudo de degradacao forcada. Perfil de degradacéo.
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1 INTRODUCAO

A salde coletiva de uma sociedade é um dos fatores de grande importancia e,
por isso, precisa ser tratada com cuidado especial (ANS, 2021).

A administracdo de medicamentos ¢ uma dentre diversas medidas utilizadas na
promocao da salde coletiva com foco na prevencao, tratamento e, também, no controle
de sintomas das doencas. Nas Ultimas décadas, o uso dos medicamentos tem contribuido
para a eficiéncia dos sistemas de saude por se mostrar eficaz na diminuicdo do volume
de doencas e mortalidade, promovendo melhoria na qualidade de vida individual e
coletiva (ANS, 2021; SILVA, 2019).

Contudo, a ampla utilizacdo de medicamentos gera preocupacdo em relacdo a
seguranca, eficacia e qualidade medicamentosa. Esses fatores estdo relacionados,
principalmente, com a dosagem terapéutica, a formacdo de subprodutos e, as
caracteristicas fisico-quimicas dos principios ativos. Dessa forma, o0 crescente interesse
em manter suas propriedades fortalece a necessidade da criacdo de regras aplicadas ao
controle do mercado da industria farmacéutica e dos medicamentos (CARARINE, 2016;
BARATA-SILVA et al, 2017).

No Brasil, o registro e a comercializacdo de produtos farmacéuticos dependem
da aprovacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio de
avaliacOes técnicas que atestem que os produtos fornecidos ao consumidor final séo
seguros. Tais avaliacOes sdo realizadas pelo fabricante, enviadas para a ANVISA para
aprovacdo e incluem maultiplas analises, como, por exemplo, a analise minuciosa do
sistema de qualidade implantado pela empresa como um todo, bem como, a analise dos
estudos de estabilidade farmacéutica (SOUZA, 2014; SIMERS, 2016).

Segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada da ANVISA, a RDC n° 318, de 6
de novembro de 2019, os estudos de estabilidade sdo delineados para testar e evidenciar
a variacdo de qualidade do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) e/ou produto acabado
denominado de forma farmacéutica, farmaco ou medicamento em fungdo do tempo
diante da influéncia de diversos fatores ambientais, tais como temperatura, umidade e
luz, além de outros fatores relacionados a potencial interacdo entre farmaco e
excipientes e/ou materiais de embalagem, para assim, determinar o prazo de reteste ou
validade do IFA e do medicamento (BRASIL, 2019; LACHMAN et al, 2001).

Todos os fatores citados devem ser considerados no planejamento do estudo de

estabilidade pois podem interferir nas propriedades do farmaco e levar a perda parcial



ou total de sua atividade e a formagdo das impurezas que podem ser inativas ou toxicas.
Essas alteragcbes podem ocorrer em velocidade variada e a determinacgéo da estabilidade
é baseada na cinética de reacdo, ou seja, no estudo da velocidade de degradacdo e do
modo como essa velocidade € influenciada pela concentracdo dos reagentes, excipientes
e outras substancias, e pela acdo dos agentes externos (LACHMAN et al, 2001;
CARARINE, 2016).

Um dos principais estudos de estabilidade, que analisa a influéncia das
alteracOes citadas anteriormente é o estudo de degradacdo forcada (EDF), que causa
degradacdo em maior escala, expondo o IFA e o medicamento a condi¢fes mais
extremas (BRASIL, 2015b).

A realizacdo do estudo de degradacdo forcada, bem como sua analise critica, é
de extrema importancia para o registro, renovacoes e alteracdes pos-registro e, 0 ndo
cumprimento pode gerar exigéncia técnica ou até mesmo o indeferimento do registro do
produto (SILVA et al., 2009).

A primeira etapa do EDF consiste em uma pesquisa bibliogréafica detalhada
sobre os principios ativos e excipientes utilizados com a finalidade de obter informagdes
sobre os grupos funcionais da(s) molecula(s) do(s) principio(s) ativo(s) mais
susceptiveis a degradacdo ou interacdo com excipientes, os produtos de degradagédo
teoricamente possiveis, probabilidade que o grupo funcional responsavel pela deteccdo
do IFA seja degradado, previsibilidade de toxicidade dos produtos de degradacédo e
identificacdo das impurezas de sintese do IFA. Essa pesquisa € de grande relevancia
para o delineamento do estudo e definicdo das propostas de condicBGes de estresse a
serem adotadas, bem como, para o0 desenvolvimento do método indicativo de
estabilidade. Além disso, pode também ser usada como comparacdo posterior com 0s
resultados experimentais, podendo auxiliar na discussdo do relatério final que sera
apresentado para a ANVISA (BRASIL, 2015b).

O desenvolvimento do estudo de degradacdo forcada, para diversos tipos de
medicamentos e IFAs, é uma exigéncia recente e, por isso, ndo ha muitas metodologias
de analises pré-definidas e levantamentos bibliograficos completos para principios
ativos e medicamentos na literatura que discutam o assunto sob o ponto de vista tedrico
e contextual, compilando as informacBes mais importantes (BRASIL, 2015b;
MACHADO, 2011).



Dado o contexto, o presente trabalho visa, por meio de um levantamento
bibliografico, elaborar uma proposta de estudo de degradacdo forcada para solugdo
injetavel e insumo farmacéutico ativo Epinefrina a partir do estudo das caracteristicas
fisico-quimicas e farmacolodgicas, impurezas conhecidas e andlise das partes mais
susceptiveis da molécula a reagdes quimicas, possiveis rotas e produtos de degradacéao
do ativo.



2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Epinefrina
A epinefrina ou adrenalina é um hormonio neurotransmissor do corpo humano
secretado pelas glandulas suprarrenais ou adrenais. Sua presenca no organismo se da
por meio de um sinal liberado em resposta a algum estresse fisico ou mental ao qual o
corpo € submetido. Nesses momentos, as suprarrenais secretam quantidades abundantes
deste hormonio com o objetivo de preparar o organismo para luta-fuga, estimulando o
coracdo e elevando a pressdo arterial (ALVES, 2021; MAGALHAES, 2020).

Contudo, o funcionamento das glandulas suprarrenais e das substancias
produzidas por elas permaneceu incerto por séculos e era um grande mistério para 0s
anatomistas. Os primeiros registros do seu descobrimento datam de 1886 (BALL;
FEATHERSTONE, 2017).

Em 1855, Thomas Addison definiu a insuficiéncia adrenal como uma doenca
apos observar sinais como anemia e fraqueza no coracdo em pacientes que
apresentavam as glandulas adrenais deficientes. A partir dai, ele estabeleceu que as
suprarrenais eram essenciais para a vida. No mesmo ano, as duas partes que constituem
as glandulas, o cortex e a medula, foram observadas microscopicamente, mas, ainda
sem mais pistas sobre a sua funcdo. Foi somente em maio de 1886 que William Horatio
Bates anunciou o descobrimento da substancia produzida pela adrenal no New York
Medical Journal (ADDISON, 1855; VARELLA, 21-?).

Na segunda metade do século XIX, o clinico geral George Oliver desenvolveu
um “instrumento de medi¢do de pulso”, experimentando varias substancias orais para
determinar seus efeitos sobre a pressao arterial. Sua dissertacdo contém registros do uso
de muitas substancias, incluindo extratos das suprarrenais de animais, preparados por
um quimico local (OLIVER, 1895).

Sua descoberta, de que o extrato adrenal levou a um aumento da pressdo arterial,
o fez se aproximar do Professor Edward Schéfer, um fisiologista. Juntos, eles
conduziram experimentos animais com extrato suprarrenal intravenoso, comprovando
conclusivamente a elevacdo da pressdo arterial, constricdo de vasos sanguineos e
contracdo ventricular aumentada. Eles também estabeleceram que o componente ativo

usado no teste surgiu da medula e ndo do cértex (OLIVER, 1895).

Esses extratos logo comecaram a ser usados na medicina, principalmente em

cirurgias oculares e nasais com o objetivo de diminuir o sangramento. Mas 0s extratos



animais se deterioravam facil e rapidamente, causando reacBes adversas
(YAMASHIMA, 2003).

A partir desse momento, os esfor¢os para identificar e purificar a substancia ativa
responsavel pelos efeitos vasoativos se intensificaram. Otto von Firth, isolou uma
substancia que chamou de suprarenina, e, em 1897, John Jacobs Abel, isolou uma
substancia um pouco diferente, conhecida como epinefrina (BALL; FEATHERSTONE,
2017; GILMAN et al, 2012).

Em 1900, o quimico Jokichi Takamine, trabalhando em cooperacdo com Parke,
Davis & Co Laboratories, isolou uma substancia cristalina pura da medula adrenal,
2.000 vezes mais forte do que suprarenina. Ele chamou essa substancia de adrenalina,
onde ad- é um prefixo que indica proximidade, renalis significa relativo aos rins e o
sufixo -ina, se aplica a algumas substancias quimicas, as aminas. Em novembro de
1900, Takamine solicitou uma patente intitulada ‘“Produto Extrativo Glandular”, em
1901 obteve o direito de usar a palavra adrenalina como marca registrada e mais tarde o
produto comegou a ser comercializado com o nome comercial Adrenalin (BALL;
FEATHERSTONE, 2017; BENNET, 2001).

Sem autoridades regulatorias para controlar o uso da adrenalina na época, ela
encontrou rapidamente muitas e variadas aplicacfes. Topicamente foi aplicada para
estancar sangramentos, foi usada para promover o prolongamento do efeito da anestesia
local com o uso da mistura de cocaina com adrenalina, foi usada também para
condicdes alérgicas e a para a asma, e até no tratamento de gonorreia (HOFFMAN,
2013).

Entretanto, o papel mais importante da adrenalina foi descoberto por um
cirurgido, George Crile. Crile descobriu que a adrenalina injetada podia reviver um
paciente de uma parada cardiaca. Dentro de alguns anos ap0s a sua descoberta, a
adrenalina tornou-se uma droga indispensavel para a medicina de emergéncia (CRILE,
1903; CRILE, 1947).

Em 1904, a adrenalina foi sintetizada em laboratério por Friedrich Stolz. Partindo
do catecol, ele preparou a adrenalona, que foi reduzida a uma mistura racémica de
adrenalina, como pode ser observado na figura 1 (CESAR, 2011; GILMAN et al, 2012).



Figura 1 - Sequéncia sintética da adrenalina a partir do catecol
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Fonte: Autoria propria.

Atualmente, a epinefrina é um principio ativo utilizado para o desenvolvimento
de formulagdes. Como farmaco é empregado como constritor em hemorragias ou
congestdo nasal e também ¢ usado para relaxar os musculos bronquicos na asma e nas
reacOes anafilaticas (ROBINSON et al, 2000; RANG; DALE, 2016).

Entretanto sua principal utilizacdo € em associacdo com anestésicos locais. A
principal vantagem desta associagdo € absorcéo lenta do sal anestésico, reduzindo sua
toxicidade, aumentando a duracdo da anestesia, possibilitando o uso de quantidades

menores da solucdo, além de aumentar o efeito anestésico (ROBINSON et al, 2000).

Devido ao seu uso comum em medicina de emergéncia e Unidades de Terapia
Intensiva (UTI), as formas farmacéuticas tipicas sdo ampolas de uso unico e solucdes
injetaveis estéreis acondicionadas em frascos de vidro. Na Farmacopeia Americana
(USP, do inglés United States Pharmacopeia) a epinefrina injetavel é especificada
como: “Uma solucdo estéril de epinefrina em agua para inje¢do preparada com a ajuda
de 4acido cloridrico ou outros tampdes adequados” (HOELLEIN; HOLZGRABE, 2012;
UNITED, 2020).

2.1.1 Caracteristicas farmacologicas
Naturalmente, quando lancada na corrente sanguinea, a adrenalina desencadeia
uma série de reacbes em diferentes partes do corpo, preparando-o para uma resposta

abrupta a algum tipo de perigo ou estresse. Isso porque a adrenalina € uma



catecolamina, substancia essencial a resposta adrenérgica no organismo (FERNANDES,
2020).

Sua presenca leva a um aumento da frequéncia dos batimentos cardiacos e do
volume de sangue por batimento, eleva o nivel de agucar no sangue, minimiza o fluxo
sanguineo nos vasos periféricos e no sistema intestinal enquanto maximiza o fluxo para
0s musculos voluntérios nas pernas e nos bracos e causa queima de gordura contida nas
células adiposas (TEIXEIRA, 2013).

Como farmaco, a epinefrina € uma droga simpaticomimética, ou seja, imita a
acdo do hormdnio, e seu uso é indicado em ocasides onde € necessario suporte
hemodindmico em situacGes de parada cardiorrespiratoria ou estados de choque, em
reacOes de anafilaxia ou choque anafilatico, em crises asméticas graves e pouco
responsivas as medidas terapéuticas usuais, no controle de pequenas hemorragias
cutaneas e em associacdo aos anestésicos locais, de forma a promover incremento na
duracéo do efeito analgésico (HYFREN, 2021; EFRINALIN, 200-?).

Para atuar no organismo as catecolaminas precisam se ligar a receptores
especificos e a acdo das mesmas esta relacionada principalmente com qual receptor a
substancia ira interagir. Apos essa interagdo, ha uma alteracdo da permeabilidade da
membrana celular, desencadeando uma série de reacdes intracelulares, na dependéncia
do tipo de receptor e tecido envolvido com o local onde se deu a ligacdo (HYFREN,
2021; FERNANDES, 2020).

Os receptores nos quais as catecolaminas se ligam para exercer seus efeitos sdo
os alfas (al ¢ 02) e beta (B1, B2 e B3) adrenérgicos. Esses receptores localizam-se nas
terminacfes nervosas pré-sinapticas e em algumas pds-sinapticas. Essas terminacdes
podem ser observadas perifericamente, no tecido vascular e adiposo, assim como no

coracdo, pulmdes, plaquetas, leucdcitos, rins, entre outros (GILMAN et al, 2012).

Os receptores ol estdo presentes no globo ocular, vasos sanguineos, trato
gastrointestinal, sistema urinario, sistema respiratorio e em algumas glandulas como as
sudoriparas e as salivares. Os receptores a2 sdo encontrados nos neurdnios, vasos
sanguineos, estbmago, intestino e no sistema nervoso central, no cérebro.
(FERNANDES, 2020; BRAGA, 2012).

Os receptores Bl sdo encontrados no coragdo, nos rins e no sistema

gastrointestinal, os B2 nas musculaturas lisas e os receptores B3 nos tecidos adiposos
(FERNANDES, 2020).



A epinefrina ligada aos receptores al do globo ocular causa estimulagdo do
aumento de calcio, levando a contragdo do musculo radial da iris e assim promovendo
midriase, ou seja, promove dilatacdo da pupila. Nos al dos vasos sanguineos causa a
vasoconstricdo, aumentando a resisténcia vascular periférica, e consequentemente a
pressao arterial. Além disso, realiza também a contracdo dos vasos venosos, provocando
aumento do retorno venoso (HYFREN, 2021; FERNANDES, 2020).

No trato gastrointestinal, a ligacdo com os receptores al causa relaxamento da
musculatura enquanto no sistema urinario acontece a contracdo do ureter reduzindo a
miccdo, e no sistema respiratorio ha a reducdo da secrecdo brénquica, aumentando a
passagem de ar. Ligada aos receptores ol das glandulas sudoriparas e glandulas
salivares sdo produzidos suor adrenérgico e secrecdo salivar, respectivamente
(HYFREN, 2021; FERNANDES, 2020).

Ja os efeitos da ligacdo da epinefrina com os receptores a2 podem ocorrer no
terminal pré sinaptico e no terminal pos sindptico. No terminal pré sinaptico, ela
promove inibicdo da liberacdo de determinados transmissores, promovendo
autorregulacdo da liberagdo. Em contrapartida, no terminal pds sindptico ha inibicéo da
liberacdo de insulina e contracdo da musculatura lisa vascular (HYFREN, 2021;
FERNANDES, 2020).

A atuacdo mais importante da epinefrina nos receptores f1 ocorre no coragéo e
incluem aumento da forca de contracdo do 6rgdo, aumento da frequéncia cardiaca e
consequentemente aumento da pressdo arterial. Nos rins também contribui para
aumento da pressao arterial e no trato gastrointestinal promove reducdo da peristalse
(GILMAN et al, 2012; RANG; DALE, 2016).

Nos receptores 2, ocorre um relaxamento das musculaturas lisas promovendo
vasodilatacdo, broncodilatacdo, glicogendlise hepética e tremor. E nos receptores 3 a
acdo desencadeada pela epinefrina é a mobilizacdo de lipideos no tecido adiposo
(HYFREN, 2021; GILMAN et al, 2012).

2.1.2 Caracteristicas fisico-quimicas
A epinefrina é uma molécula de funcéo mista pois possui trés grupos funcionais,
sendo eles os grupos fenol, alcool e amina (figura 2) e apresenta um carbono
assimétrico ligado a hidroxila alcodlica (SZULCZEWSKI; HONG, 1978; PAIVA,
2006).



Um dos enantibmeros da epinefrina desvia o plano da luz polarizada para a

direita, sendo chamado de epinefrina dextrogira, € 0 outro desvia o plano da luz

polarizada para a esquerda, sendo denominado de epinefrina levogira e a que realiza a

atividade hormonal (FOGACA, 21--).

Figura 2 - Férmula estrutural da epinefrina e suas respectivas funcdes organicas

Alcool

OH
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HO

>(.
A1
*2Z L

OH

Fonte: Autoria propria

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas e dados da molécula séo

imprescindiveis para o inicio de qualquer trabalho com a substancia. Tais informac6es

contribuem para a tomada de decis@o das melhores condi¢cGes em que a molécula possa

ser manipulada. A revisdo bibliografica das propriedades da epinefrina encontra-se no

Quadro 1.

Quadro 1 - Caracteristicas fisico-quimicas da Epinefrina

Caracteristicas fisico-quimicas

Descricao

Nome quimico

1,2-Benzenediol, 4-[1-hydroxy-2-
(methylamino)ethyl]-,(R)-(-)-3,4-Dihydroxy-
a-[(methylamino)methyl]benzylalcohol

Nomenclatura (INNM)

Epinefrina base

Adrenalina
Outros nomes L-Epinefrina
R-Epinefrina
CAS n° 51-43-4
Aplicacdo e uso Agonista adrenérgico
Formula molecular CoH13NO3

Composigdo elementar

C (59%), H (7.15%), N (7.65%), O (26.2%)

Continua
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Quadro 1 - Caracteristicas fisico-quimicas da Epinefrina

Continuacéo

Massa molecular

183,20 g/mol (Base livre)
333,30 g/mol (Bitartarato de epinefrina)

Isomerismo

D—Epinefrina

Caracteristicas fisicas

P4 cristalino ou granulos, branco a quase
branco, inodoro, escurece gradualmente com

a exposicao a luz e ao ar.

Ponto de fuséo 211-212°C
Polimorfismo Né&o exibe
A solubilidade em 4gua depende do pH, onde
a solubilidade aumenta com a diminuicéo do
Solubilidade pH. Pouco soltvel em etanol. Insoltvel em
éter, em cloroférmio e em 6leos fixos
volateis.
HaC\NH
WOH
pKa
HO
OH

pKa 8,91
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Quadro 1 - Caracteristicas fisico-quimicas da Epinefrina

Concluséo

A primeira reacgéo de desprotonacdo da
epinefrina completamente protonada envolve
a perda de prétons do grupo fendlico,
gerando um zwitterion (pka 9,49)

A segunda desprotonagéo envolve a perda de
prétons da forma zwitterion no grupo amina,
que resulta em uma espécie de carga liquida

lonizagio negativa (pka 11,28). A terceira
desprotonacdo ocorre no grupo fendlico,
resultando em carga liquida negativa (pka
13,07), conforme a sequéncia indicada na

figura 3.

A epinefrina completamente protonada se
torna menos disponivel a medida que ha

aumento de pH (figura 4).

Genotoxicidade e carcinogenicidade:
Toxicidade Negativo

Irritante ou corrosivo para pele.

Fonte: Chemicalize, 2021; SZULCZEWSKI; HONG, 1978; Toxtree, 2021.

Figura 3 — lonizacéo da Epinefrina

OH OH OH OH
Ho : 2 e ? ?
NH, [ NH NH NH
2 \
-HY -H' -HY
— LS LS
pKal pKa2 pKa3
e
HO HO HO (e)
H;A" H,A HA A*

Fonte: Autoria propria.
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Figura 4 — Formas ionizadas da epinefrina em diferentes pH
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Microspecies dslibution
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Fonte: Chemicalize, 2021.

2.2 Estudos de estabilidade

Todo medicamento sofre degradacdo, e por isso sempre € estipulado um prazo de
validade para os farmacos pelas industrias farmacéuticas. Ao longo do periodo de vida
atil de um medicamento, os farmacos formam produtos de degradacdo que podem
comprometer a sua qualidade e alguns podem formar produtos de degradacdo que
podem ser inativos e/ou toxicos e que comprometem, dessa forma, a eficacia e
seguranca. As condicBes para a degradacdo de farmacos ndo necessitam ser ideais, ja
gue uma pequena quantidade de produto de degradacédo pode ser critica para a qualidade
do farmaco (BERNARDES, 2012; MOREIRA, 2020).

Por meio de diversas técnicas e estudos pode-se avaliar a estabilidade de um
medicamento, sendo possivel prever rotas de degradacdo, identificar e quantificar

produtos de degradacdo. Com base nestas informac6es pode-se modificar a composicgéo,
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embalagem e acondicionamento dos medicamentos para minimizar o aparecimento de
substancias nocivas a saide (BERNARDES, 2012). No quadro 2, sdo listados os fatores

que podem afetar a estabilidade de formulagdes farmacéuticas.

Quadro 2 - Fatores que afetam a estabilidade de uma formulagéo

Condigdes que alteram a estabilidade dos
Fatores
fatores
Estrutura quimica do IFA e do excipiente,
Relagdo IFA/Excipiente impurezas, forma fisica, hidratagcdo, tamanho
de particulas, polimorfismo.
y Razdo IFA-Excipiente, processo produtivo,
Formulacao .
forma farmacéutica, embalagem.
Ambiente Temperatura, luz, umidade, oxigénio.

Fonte: Adaptado de MOREIRA (2020).

2.2.1 Estudo de Estabilidade: um breve historico

Os estudos de estabilidade sdo um conjunto de testes sistematizados que tem
como objetivo determinar a capacidade de um farmaco de manter suas caracteristicas e,
a partir dos resultados de tais testes, estabelecer o prazo de validade, as condigdes
adequadas de armazenamento e transporte, além de prever a data de reteste dos IFAs.
Quando a data de reteste é atingida, deve-se realizar a retestagem do IFA para assegurar
que 0 mesmo se mantém adequado para utilizacdo (FACCI et al, 2020; ALCANTARA
et al, 2013).

Diante disso, os estudos de estabilidade sdo fundamentais para a garantia da
qualidade dos medicamentos e para proteger a populacdo de danos causados pela
presenca de impurezas em medicamentos (FACCI et al, 2020; ALCANTARA et al,
2013).

Até a década de 1980 ndo havia interferéncia de autoridades sanitarias mundiais
nos métodos de avaliacdo da estabilidade, e estes, por sua vez, seguiam principios
cientificos e técnicos. Diante da grande relevancia dos estudos de estabilidade, ficou
clara a necessidade da regulamentacdo dos parametros e métodos de avaliacdo da
estabilidade (CARVALHO, et al 2004).

Dessa forma, em 1990, foi criado o comité denominado The International

Council for Harmonization of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human
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Use (ICH). O ICH relne autoridades regulatérias e a indlstria farmacéutica para
discutir aspectos cientificos e técnicos dos produtos farmacéuticos e desenvolve
diretrizes proprias. O objetivo desse comité é alcancar uma maior harmonizagdo em
todo mundo para garantir o desenvolvimento de medicamentos seguros e eficazes e que
0S mesmos sejam mantidos no mercado de maneira mais eficiente (MISSION, 2021).

Logo apds sua criagdo, o ICH publicou a primeira versdo do documento de nome
Stability testing of new drug substances and products, que passou por revisoes, sendo a
de 2003 a mais recente e em vigéncia. A partir desse momento, com a necessidade de
mais informacdes sobre o tema, o ICH publicou outros guias, sendo eles: Impurities in
New Drug Substances em 1994, Photostability Testing of New Drug Substances and
Products em 1995, Impurities in New Drug Products em 1995, Maintenance of the
Guideline for Residual Solvents em 1996, Bracketing and Matrixing Designs for
Stability Testing of New Drug Substances and Products em 2000 e Guideline for
Elemental Impurities em 2013. Todos estes guias foram revisados e atualizados
posteriormente (QUALITY, 2021).

A evolucéo nas exigéncias e nas revisdes dos guias advém, dentre outros fatores,
do progresso dos métodos analiticos que, ao longo dos anos, se tornaram cada vez mais
eficientes, seletivos, exatos e sensiveis; do emprego de técnicas de caracterizagdo que
fornecem informacgdes sobre a estabilidade em estados sélidos e a constante
preocupacdo com a identificacdo e quantificacdo de impurezas nas formulacOes
farmacéuticas (FACCI et al, 2020).

No Brasil, a regulamentacdo do setor farmacéutico € realizada pela ANVISA,
criada em 1999, sendo uma autarquia sob regime especial, que tem como atribuicdo a
normatizacdo, controle e fiscalizacdo de produtos e substancias de interesse para a saude
(BRASIL, 1999). Portanto, o 6rgdo publica constantemente normas, em forma de
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC), Resolucdes (RE) e instrucdes, por meio de
notas técnicas, guias e informes, de modo a orientar os setores regulados a melhor forma
de assegurar a qualidade dos produtos (SOUZA, 2014).

A primeira legislacdo brasileira sobre estabilidade publicada pela ANVISA foi a
RE n°485/2002, onde havia a apresentacdo de um guia para a realizacdo de estudos de
estabilidade condizente com 0s guias internacionais. A legislacdo preconizava a
realizacdo de apenas dois tipos de estudos de estabilidade (acelerado e de longa

duracdo). Nos anos seguintes, com o0 avango dos estudos e buscando se alinhar a
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legislacdo internacional, a ANVISA publicou novas regulamentacbes, tomando como
base as normas internacionais, e guias para melhor entendimento e cumprimento da
legislacdo (FACCI et al, 2020).

Recentemente publicada, a norma em vigor que estabelece os critérios para a
realizacdo de estudos de estabilidade de IFAs e de medicamentos, exceto bioldgicos
(produzidos a partir de organismos vivos), € a RDC n° 318/2019. Nesta legislagdo estdo
reunidas as informacbes e 0s requerimentos legais dos estudos de estabilidade e
esclarecidas as peculiaridades relacionadas a cada categoria de medicamento. A partir
de sua publicacdo foram revogadas as principais normas anteriores sobre estudos de
estabilidade RE n° 1/2005, IN n° 4/2007 e RDC n° 45/2012 (BRASIL, 2019).

De acordo com a RDC n° 318/2019, os estudos de estabilidade sdo classificados
em acelerado, longa duragdo, acompanhamento, degradacdo forcada e, mais
recentemente, estabilidade pds-reconstituicdo ou diluicdo e estabilidade em uso
(BRASIL, 2019).

2.2.2  Aspectos gerais do estudo de degradacdo forcada

Os estudos de estabilidade determinam o perfil de degradacdo, ou seja, 0
conjunto de produtos de degradagdo observado em um medicamento ou IFA. Dentre 0s
estudos que fornecem o perfil estdo o estudo de estabilidade de longa duracgéo e o estudo
de estabilidade acelerado (BRASIL, 2015b).

No estudo de estabilidade de longa duracéo, que expde o IFA ou medicamento a
temperatura e umidade pelo tempo equivalente a sua vida util, € obtido o perfil de
degradacao de interesse sanitario, chamado de perfil de degradagao “real”. J& o estudo
de estabilidade acelerado, que expde o IFA ou medicamento a condi¢cfes forcadas de
armazenamento, € um estudo primariamente preditivo e seu perfil de degradacao € Uutil
em situacdes especiais como em casos de concessdo de prazo de validade provisorio.
(BRASIL, 2015b; BRASIL, 2019).

A temperatura e umidade utilizadas no estudo de estabilidade acelerado e de
longa duracdo do principio ativo e do produto sdo determinadas pela zona climatica na
qual o pais de origem enquadra-se. O Brasil situa-se na Zona Climatica Vb
(quente/muito umida) e, portanto, a temperatura é de 30°C + 2°C e umidade de 75% =+
5%.
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Os ensaios dos estudos de estabilidade sdo realizados utilizando-se um método
indicativo de estabilidade, isto €, um método capaz de identificar e quantificar todos o0s
produtos de degradacdo provenientes do perfil de degradacdo obtido. Entretanto, ndo é
possivel desenvolver tal método utilizando-se apenas as amostras no final do estudo de
estabilidade de longa duracdo ou do estudo de estabilidade acelerado, porque em geral a
degradacéo é pequena, podendo trazer problemas de detec¢do e quantificacdo (BRASIL,
2015h).

Sendo assim, se faz necessario a realizacdo de um estudo que cause
deliberadamente a degradacdo em maior escala, expondo o IFA e 0 medicamento a
condi¢Ges mais extremas. Tal estudo é uma ferramenta que permite o desenvolvimento
de métodos indicativos de estabilidade e é definido pela RDC n° 318, de 6 de novembro
de 2019, como Estudo de Degradacdo Forcada (EDF) (BRASIL, 2015b). Também
chamado de estudo de estresse, tal estudo permite avaliar a degradacdo do ativo, nédo
com a finalidade de determinar seu prazo de validade, mas para antecipar o perfil de
degradacédo e identificar os possiveis produtos de degradacdo que seriam obtidos ao
término da vida util por meio de condigdes forcadas de degradacdo (COSTA et al, 2018;
ALCANTARA et al, 2013).

O perfil de degradagdo obtido com o EDF é um perfil de degradagédo
“potencial”, uma vez que, por ser realizado em diversas condi¢des, ha 0 aparecimento
de mais produtos de degradacdo do que os obtidos nos estudos de estabilidade de longa
duracdo e o estudo de estabilidade acelerado. O perfil de degradagdo “potencial” pode
ser diferente tanto qualitativamente quanto quantitativamente do “real”, porém
qualitativamente um estd contido no outro, como ilustrado na figura 5 (BRASIL,
2015b).
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Figura 5 - Relacdo entre perfil de degradacéo "potencial”, obtido no estudo de estresse, e o perfil
de degradacéo "real"”, obtido no estudo de estabilidade de longa duragéo

Perfil de degradacdo

“potencial”
(degradacdo
for¢ada)

Perfil de degradacio
da estabilidade
acelerada

Perfil de degradagao
“real” (estabilidade
de longa duragdo)

Fonte: BRASIL, 2015b.

Para a obtencdo do perfil de degradacdo forcada, € necessario provocar a
degradacéo significativa do farmaco em condi¢es tais como: a hidrélise &cida, hidrolise
bésica, oxidacao, termolise, fotdlise e exposicdo a ions metalicos. As amostras expostas
no estudo ndo devem ser submetidas a condigdes muito severas, a fim de evitar
degradacdo extrema. A porcentagem ideal de degradacdo do ativo em cada condigéo
deve ser em torno de 10%, préximo ao que pode acontecer durante a estabilidade ou ao
longo da vida Gtil do produto (ALCANTARA et al, 2013). Quando a degradacio se
encontra muito acima da faixa de 10%, os produtos de interesse podem ser degradados
novamente, se transformando em subprodutos secundarios, que possivelmente nao se
formariam nos estudos de estabilidade e muito abaixo dessa faixa, os produtos formados
podem ser menosprezados (FERRAZ, 2016).

Para atender a resolucdo também deve ser feito o estudo do perfil de degradacao.
Nesse estudo é avaliado, por meio de pesquisa tedrica do medicamento e analise do seu
perfil de degradacdo “potencial” obtido com o estudo de degradacdo forcada, se todos
os produtos de degradacdo relevantes foram detectados. Na figura 6 sdo ilustrados os
conceitos para o estudo do perfil de degradacao, estudo de degradacéo forcada e perfil
de degradacdo (BRASIL, 2015b).
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Figura 6 - Estudo do perfil de degradacao
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Fonte: BRASIL, 2015b.
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A melhor forma de realizar os testes e 0s requisitos para os mesmos depende das
necessidades do projeto, do estagio de desenvolvimento do farmaco ou do medicamento
e dos recursos disponiveis na empresa. O mais adequado € que o monitoramento dos
produtos de degradacdo seja feito por meio de um unico metodo analitico indicativo de
estabilidade, porém, caso ndo seja possivel a analise conjunta, métodos diferentes
podem ser desenvolvidos (ALCANTARA et al, 2013).

Em suma, EDF ¢ realizado para alcancar os seguintes objetivos: estabelecer
rotas de degradacdo de farmacos e medicamentos; diferenciar os produtos de
degradacéo relacionados ao farmaco daqueles que sdo gerados a partir de excipientes
e/ou adjuvantes em uma formulacdo; determinar a estabilidade intrinseca de um
farmaco na formulacdo; elucidar os mecanismos de degradacdo do farmaco e do
medicamento; desenvolver um método analitico adequado para indicar a estabilidade;
compreender as propriedades fisico-quimicas das moléculas do farmaco; gerar
formulacBes mais estaveis; e produzir um perfil de degradacdo semelhante ao que seria
observado em um estudo formal de estabilidade, sob as condi¢des preconizadas pelos
guias do ICH (ALCANTARA et al, 2013).

2.2.3 Legislacdo vigente sobre estudo do perfil de degradacdo e estudo de
degradacéo forcada
Estudos de degradacdo forcada estdo descritos em varias diretrizes
internacionais, como o ICH, e na nacional, pela ANVISA (ALCANTARA et al, 2013).
Na maioria dos casos, as diretrizes do ICH s6 se aplicam aos pedidos de
comercializacdo de novos produtos. Porém, como as condices utilizadas para a

degradacdo forcada sdo definidas em termos gerais, € possivel aplicd-las para o
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desenvolvimento de métodos analiticos indicativos de estabilidade durante a fase
clinica, desenvolvimento e comercializagdo (FACCI et al, 2020).

No Brasil, a resolugcdo que estabelece pardmetros para a notificagéo,
identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos € a RDC
53/2015. Esta resolucdo estabelece pardmetros para a verificacdo de produtos de
degradacdo em medicamentos, para a elaboracdo do perfil de degradacédo
correspondente e para a notificagdo, identificacdo e qualificacdo dos produtos de
degradacéo formados ao longo do prazo de validade do medicamento (BRASIL, 2015a).

A resolucdo se aplica aos medicamentos com substancias ativas sintéticas e
semissintéticas, classificados como novos, que sdo medicamentos com IFA novo no
pais, genéricos, medicamento similar a um produto de referéncia ou inovador, que se
pretende ser com este intercambiavel, geralmente produzido apds a expiracdo ou
rendncia da protecdo patentaria ou de outros direitos de exclusividade, comprovada a
sua eficécia, seguranca e qualidade e similares, medicamento que contém o mesmo ou
0S Mesmos principios ativos, apresenta a mesma concentracdo, forma farmacéutica, via
de administracdo, posologia e indicacdo terapéutica, e que € equivalente ao
medicamento registrado no 6rgéo federal responsavel pela vigilancia sanitaria, podendo
diferir somente em caracteristicas relativas ao tamanho e forma do produto, prazo de
validade, embalagem, rotulagem, excipientes e veiculos, devendo sempre ser
identificado por nome comercial ou marca.

Além disso, a RDC 53/15, define que o estudo do perfil de degradacdo deve
seguir 0s seguintes requisitos: deve ser conduzido em um lote, em escala laboratorial,
piloto ou industrial do medicamento; que para fins de comparacdo deve ser feita
também com a formulacdo, com o placebo e no insumo farmacéutico ativo isolado e
associado no caso de associacdes em dose fixa; em caso de mais de um fabricante do
insumo farmacéutico ativo, o estudo deve ser realizado para cada fabricante; deve ser
realizado em todas as concentracdes do medicamento; e no caso das associacdes em
dose fixa, deverdo ser executadas também com os insumos farmacéuticos ativos
isolados, associados e na formulacdo (BRASIL, 2015a).

O lote escolhido deve ser representativo do ponto visto de vista estatistico e deve
ser discutido a possibilidade de formacdo de novos produtos de degradacdo, além de
conter a comparacdo entre os perfis de degradacdo forcada do IFA, do placebo e do
produto (BRASIL, 2015a).
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A resolucdo estabelece também que os estudos devem submeter & amostra as
condicbes de aquecimento, umidade, solugdo &cida, solucdo bésica, solucdo oxidante,
exposicdo fotolitica e ions metélicos. Para nenhuma das condi¢fes ha indicagdes dos
limites de exposicdo (endpoints), isso porque, existe uma falta de harmonizacéo de tais
informacdes, até mesmo na literatura cientifica. Portanto, a ANVISA preconiza que a
determinacdo os limites de exposicdo e da concentracdo dos degradantes a serem
utilizados nos estudos deve ser feita baseada em referéncias e justificada na peticao
(BRASIL, 2015a).

Além disso, segundo a RDC 53/2015, os estudos de degradacdo forcada devem
promover degradacdo em extensdo suficiente, de forma que, permita a avaliacdo da
formacéo de produtos de degradacdo. Para tal, a degradacdo deve ser superior a 10%
(dez por cento) e inferior aquela que levaria a degradacdo completa da amostra,
comprometendo o teste. Nos testes em que a degradacdo ndo atingiu 10% (dez por
cento), a empresa deve apresentar justificativa técnica (BRASIL, 2015a).

Os resultados dos ensaios experimentais servem de base para o desenvolvimento
e validacdo da metodologia indicativa de estabilidade e para a analise critica do perfil de
degradacdo do medicamento (BRASIL, 2015a).

A resolucdo também inclui que os testes e os resultados precisam ser refeitos e
reapresentados caso haja alteragdes ou inclusdes na rota de sintese do IFA ou mudancas
na composicdo do produto acabado. No caso de mudancas no excipiente, que néo
comprometa o estudo de degradacéo forcada ja realizado e nem possua possibilidade de
formacdo de novos produtos de degradacdo, o estudo ndo precisa ser realizado
novamente, porém é necessario justificativa técnica (BRASIL, 2015a).

Ainda segundo a RDC 53/2015, durante o estudo de degradacdo deve ser
avaliada a necessidade de notificacdo, identificacdo e qualificacdo dos produtos de
degradacdo, que correspondem as classificacGes para os limites de impurezas, em que,
as mesmas deverdo ser reportadas para a agéncia em caso de notificacdo, ter sua
estrutura quimica identificada por métodos apropriados em caso de identificacdo e
estabelecido seu perfil de seguranca através da avaliacdo de seguranca bioldgica em

caso de qualificacdo, com base nas informacdes da tabela 1 (BRASIL, 2015a).
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Tabela 1 - Relacdo entre dose méxima diéria do farmaco e limites dos produtos de

degradacéo para notificagéo, identificacdo e qualificacdo na ANVISA

Tipo de limites Dose méaxima diaria* Limites?
0,
Limites de Notificacdo =19 0,1%
> 19 0,05%
<1m 1,0% ou 5ug ATD, o que for
g menor
0,5% ou 20ug ATD, o que for
Img-1
Limites de Identificago mg - 10mg menor
> 10ma — 2 0,2% ou 2mg ATD, o que for
9--g menor
> 29 0,10%
<10m 1,0% ou 50ug ATD, o que for
g menor
0,5% ou 200ug ATD, o que
1 -1
Limite de Qualificagdo Omg —100mg for menor
0,2% ou 3mg ATD, o que for
>100mg —2g menor
> 29 0,15%

Onde:

! Quantidade maxima do insumo farmacéutico ativo administrado por dia.

2 Limites dos produtos de degradagdo sdo expressos como a percentagem do insumo farmacéutico ativo
ou como a Administracdo Total Diaria (ATD) de um produto de degradacéo.

Fonte: Adaptado de BRASIL (2015a).

Os limites de aceitacdo para os produtos de degradacdo e o limite para cada
produto individual, bem como, o limite total de produtos de degradacdo, devem estar
incluidos nas especificacdes de liberacdo do medicamento e do estudo de estabilidade
(BRASIL, 2015a).

Além da resolugdo 53/2015, existem documentos complementares publicados
com o objetivo de melhorar o entendimento sobre a legislacdo, sendo eles o Guia
04/2015 e o Perguntas e respostas sobre a RDC 53/2015. Os documentos
complementares ndo conferem ou criam novas obrigac6es, devendo ser utilizados como
referéncia para cumprimento legislativo. O Guia 04/2015 expressa o0 entendimento da
ANVISA sobre as melhores praticas com relacdo a procedimentos, rotinas e métodos
considerados adequados para cumprimento dos requisitos exigidos na legislacdo,
contendo recomendacBes que podem ser abordadas de forma alternativa, desde que
atenda as exigéncias da legislacdo e o Perguntas e respostas sobre a RDC 53/2015

esclarece as perguntas mais frequentes recebidas pela ANVISA e aborda os assuntos
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divididos em sessfGes que esclarecem as questdes conceituais, praticas, de requisitos
quanto as especificacbes e métodos de andlise, além das questbes sobre registro e pds-
registro dos produtos farmacéuticos (FACCI et al, 2020; ANVISA, 2015b).

2.2.4 Classificagdo das impurezas

Impureza, segundo a RDC n° 53, de 4 de dezembro de 2015, é qualquer
componente presente no IFA ou no produto acabado que ndo seja 0 insumo
farmacéutico ativo nem os excipientes (BRASIL, 2015a).

O ICH define em seus guias que as impurezas relacionadas a farmacos e
medicamentos podem ser classificadas em impurezas organicas, inorganicas e solventes
residuais (ICH Q3A, 2006; ICH Q3B, 2006; ICH Q3C, 2019).

As impurezas organicas estdo relacionadas ao processo de producdo e/ou a
degradacdo do IFA e/ou do produto. Podem ser impurezas conhecidas ou
desconhecidas, volateis e ndo-volateis e incluem materiais de partida utilizados para a
sintese do IFA, subprodutos formados durante o processo de sintese, intermediarios
sintéticos e produtos de degradacdo (ICH Q3A, 2006; ICH Q3B, 2006).

As impurezas inorganicas sdo impurezas conhecidas e identificadas, geralmente
oriundas do processo de producdo. Incluem reagentes, ligantes, catalisadores, metais
pesados ou outros metais residuais e sais inorganicos (ICH Q3A, 2006; ICH Q3B,
2006).

Sé&o consideradas impurezas conhecidas aquelas que podem ser encontradas por
meio de informac6es bibliograficas, publicacbes dos fabricantes, ou ainda, em artigos
académicos. Do ponto de vista analitico, sdo impurezas de baixa complexidade, pois por
estarem presentes na literatura, provavelmente possuem metodos analiticos para sua
identificacdo e quantificacdo (LEITE, 2009).

Ja as impurezas de degradacdo ou produtos de degradacdo sdo substancias
formadas pela exposicdo do IFA ou da formulacdo a condi¢cdes que favorecam a
interacdo das moléculas e a ocorréncia de reacGes de degradacdo. Sdo consideradas
complexas analiticamente e necessitam de estudos de estabilidade para seu
acompanhamento (LEITE, 2009).

Por fim, os solventes residuais sdo substancias organicas volateis usados ou
produzidos no processo de fabricacdo do IFA, excipientes e produtos farmacéuticos.

Sédo utilizados com o objetivo de aumentar o rendimento, determinar as caracteristicas
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do cristal, da pureza e da solubilidade. Entretanto, o uso dos solventes deve sempre ser
avaliado e justificado pois estes compostos apresentam toxicidade (ICH Q3C, 2016).

Baseado no risco, para o ser humano e para 0 meio ambiente, que cada solvente
pode causar, eles sdo classificados em trés classes: Classe 1, toxicidade inaceitavel;
Classe 2, toxicidade aceitavel; e Classe 3, ndo toxicos ou pouco toxicos (ICH Q3C,
2016).

Sobre os procedimentos analiticos adotados para determinacdo de cada tipo de
impureza, 0s guias estabelecem que devem ser utilizados métodos adequados e
validados para deteccdo e quantificacdo das impurezas potenciais para 0 ativo e o
produto (ICH Q3A, 2006; ICH Q3B, 2006).

Usualmente as analises de impurezas organicas sdo realizadas por meio de
cromatografia liquida, enquanto as impurezas inorganicas por ICP-MS e os solventes

residuais por cromatografia gasosa (LEITE, 2009).

2.2.5 Rotas mais comuns de degradacao

As formulagdes farmacéuticas sdao multicomponentes e varias reacdes de
degradacdo podem ocorrer simultaneamente. Dentre as rotas mais comuns de
degradacdo de farmacos estdo: eliminacdo/desidratacdo, substituicdo nucleofilica,
racemizacao/epimerizacao, descarboxilacao, hidrolise e oxidacdo (MOREIRA, 2020).

Na eliminacdo/desidratacdo ocorre uma reacdo em que um grupo é eliminado da
molécula, resultando na formacdo de uma dupla ligacdo, produzindo alcenos. Os grupos
mais susceptiveis a essa forma de degradacdo séo os alcoois e haloalcanos, conforme
pode ser observado nos esquemas 1 e 2 (MOREIRA, 2020).

Esquema 1 - Reacdo de eliminacdo em alcoois

0T ’
H(I‘,—?—OH == HZC\< +  n0"
H R R

Fonte: Autoria prépria.

Esquema 2 - Reacdo de eliminagcdo em haloalcanos

H2(|:_(|:H2 SOwo_ H,c=CH, + KBr + H,0

H Br
Fonte: Autoria propria.
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Na substituicdo nucleofilica um grupo ou atomo é substituido por um nucledfilo,
sendo os halogénios o grupo mais susceptivel a tal reacdo, conforme ilustrado no
esquema 3 (MOREIRA, 2020).

Esquema 3 - Reacgdo de substituicdo nucleofilica em haloalcanos

~
Br NH -H N + HBr
Fonte: Autoria propria.

J& a racemizacdo/epimerizacdo envolve a transformacdo de uma substancia
opticamente ativo em intermediarios quirais (SOLOMONS, 2001). Essa é uma
importante reacdo de degradacdo, uma vez que, pode causar diminuicdo da atividade
biologica, ou mesmo trazer efeitos adversos (MOREIRA, 2010).

Na racemizagdo, moléculas contendo um unico centro quiral resultam na
formacéo de um par de enantidmeros, enquanto na epimerizacdo ocorre a racemizagéo
de um centro quiral em moléculas contendo mais de um carbono assimétrico resultando
na formacgdo de um diastereoisdbmero. Os grupos funcionais susceptiveis a reacdes de
racemizacao/epimerizacdo envolvem 0s compostos com centros quirais com
hidrogénios acido, compostos com centros quirais proximos a duplas ligacdes e anéis
aromaticos e, centros quirais passiveis de formacéo de carbocation (MOREIRA, 2020).

A descarboxilacdo, ocorre quando uma reacao leva a perda de uma molécula de
gas carbonico. Normalmente acontece na clivagem de um acido carboxilico, conforme
esquema 4, e é uma importante reacdo na degradacdo de analogos do acido salicilico.
Essa reacdo tem os compostos B-cetoacidos e seus similares como grupos funcionais
susceptiveis (SOLOMONS, 2001; MOREIRA, 2020).

Esquema 4 - Reacdo de descarboxilacdo em acido carboxilico

0] OH OH O]
M -COZ \/& \)J\
e e
0 A

Fonte: Autoria prépria.

A hidrdlise consiste em uma reacdo em que uma ligacdo simples é clivada pela

adicdo de uma molécula de agua. Apesar de sé requerer o IFA e a agua, ela pode ser



25

significativamente catalisada por é&cidos e bases. E a degradacdo mais previsivel em
farmacos e sdo mais favoraveis em ésteres e lactonas (ésteres ciclicos) e amidas e
lactamas (amidas ciclicas). Também pode ocorrer em nitrilas, carbamatos, imidas,
iminas, éteres e tioéteres (MOREIRA, 2020).

Os compostos contendo esteres e lactonas sdo hidrolisados, primariamente pelo
ataque nucleofilico do ion hidroxila ou da &gua a carbonila do éster, em &acido
carboxilico e &lcool, como pode ser observado nos esquemas 5 e 6. A velocidade de
degradacéo nesta reacdo depende dos substituintes R e R’, em que os grupos retiradores
de elétrons favorecem a hidrélise enquanto os doadores a inibem (BAERTSCHI et al,
2005).

A estabilidade de ésteres e lactonas depende fortemente do pH, ja que acidos
fortes ou bases fortes aumentam a hidrdlise (BAERTSCHI et al, 2005).

Esquema 5 - Reacdo de hidrolise de ésteres em meio alcalino.

o] o)
/U\ R OH’ )}\ - t HO—R
R o) R o)

Fonte: Autoria prépria.

Esquema 6 - Reacdo de hidrdlise de lactonas catalisado por acido e base.

O O
(@] + . OH
H™ ou QH
ij ii\
OH

Fonte: Autoria prépria.

Ja o grupamento amida € menos eletrofilico e mais estavel, quando comparado
aos ésteres, e, por consequéncia, menos susceptivel a hidrélise. Em contato com a agua
as amidas sdo decompostas em aminas e acidos, enquanto as lactamas sao decompostas

em &cidos, conforme ilustrado no esquema 7 (BAERTSCHI et al, 2005).
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Esquema 7 - Reacdo de hidrolise de amidas e lactamas.
H" ou OH
i Sho
A +
R NH + R OH

- H,0

0O
H ou OH"
NH +H O

~h,0
Fonte: Autoria propria.

A oxidacdo € uma das mais complexas rotas de degradacdo de farmacos e
envolve a remocdo de um atomo eletrorrepelente, radical ou elétron, ou a adi¢cdo de um
atomo eletronegativo ou radical. Os grupos comuns mais susceptiveis sdo 0s grupos
benzilicos e alilicos, aminas e alcoois (FERRAZ, 2016).

Na grande maioria dos casos a reacdo de oxidacdo ocorre espontaneamente,
lentamente no inicio e mais rapidamente no decorrer, como uma reacdo em cadeia,
devido a presenca de oxigénio molecular (O2) no ar. Tal processo € conhecido como
auto oxidacdo (MATTOS, 2017).

Para que a reacdo se inicie, a condicdo fundamental necessaria é a formacao de
espécies reativas de oxigénio como o anion radical superoxido, peroxido de hidrogénio
e o radical livre hidroxila (esquema 8) (LEITE, 2009).

Esquema 8 - Diferentes espécies reativas de oxigénio

Oxigénio " Perdxido de Radical
tripleto Supero6xido hidrogénio  _ hidroxila

e . e e . e
O—’Oz—’HOTHO—>HO
2 oH* 2Y2 H 2

Agua

-OH
pKa 4,8

HO,
Fonte: Autoria prépria.

A formacgdo das espécies reativas de oxigénio, em especial o radical livre

hidroxila, pode ser catalisada por ions metalicos de transicdo, como o cobre Il e o ferro
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I11, e passa a ser conhecida como auto oxidacdo mediada por radical livre (esquema 9)
(MATTOS, 2017).

Esquema 9 - Formacéo de radicais mediada por metais

2 3 . -
Fe” + H,0, — > Fe'~ + HO + OH

2 .
Fe™ + H0, — > Fe” + HoO" + H'

2H0p — HO  + HOO" + H,0
Fonte: Autoria propria.

Na reacdo de formacdo dos radicais por metais, 0 ion metalico atua como doador
de elétrons para ativar o oxigénio molecular e a formacdo das especies reativas. A
reacao de oxidacdo também pode ocorrer por meio da presenca peroxido de hidrogénio,
mas sem a formacéo de radicais, nomeada como reacdo de oxidacdo ndo mediada por
radicais ou ndo radicalar (MATTOS, 2017).

Os mecanismos de oxidacdo dependem da estrutura quimica de cada farmaco,
mas, por via de regra, envolvem transferéncia de elétrons para formar anions reativos e
cations. O mecanismo mais comum para a degradacdo oxidativa € o da auto oxidacéo,
que pode ser dividida em quatro fases (LEITE, 2005; NETO, 2018).

A primeira fase € caracterizada pela decomposicdo das substancias presentes,
possivelmente por acdo da luz, altas temperaturas ou ions metalicos formando radicais
livres (esquema 10) (SANTOS, 2012).

Esquema 10 - Primeira fase da auto oxidacéo — iniciacao.

Ativagao . .
RH —— R'4+ (H)
Luz, calor

Fonte: Autoria prépria.

Na segunda e terceira etapas, os radicais livres formam os compostos primarios
da oxidacdo (perdoxidos e hidroperéxidos) que, pela mesma reacdo, sdo formados

exponencialmente conforme ilustrado nos esquemas 11 e 12 (SANTQOS, 2012).
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Esquema 11 - Segunda fase da auto oxidacéo — propagacao.

R + o0, —— Ro‘2

RO; + RH ——— ROOH + R’
Fonte: Autoria propria.

Esquema 12 - Terceira fase da auto oxidagéo - decomposic¢do em alcoxila e hidroxila.

ROOH —— RO’ + HO'
Fonte: Autoria propria.

J& na quarta fase, devido a instabilidade compostos primarios gerados, ocorre a
degradacdo dos mesmos em aldeidos, cetonas, alcool, sulfonas e outros compostos. O
processo termina quando ocorre a reacao entre dois radicais derivados das substancias
iniciais, que forma produtos inativos e incapazes de gerar novos radicais livres,
conforme mostrado no esquema 13 (KEMIN, 2018; SANTOS, 2012).

Esquema 13 - Quarta fase da auto oxidacao - terminagéo
Ro‘z + X' ——> Produtos inativos

RO, + ROlz —> Produtos inativos
Fonte: Autoria prépria.

O grupo benzilico costuma ser estavel na maioria das condi¢6es, mas pode sofrer

degradacéo oxidativa via radicalar, conforme mostrado no esquema 14 (BAERTSCHI et
al, 2005).

Esquema 14 - Reacdo de oxidacdo de grupos benzilicos

H o OH

Fonte: Autoria prépria.

A susceptibilidade do grupo benzilico a oxidacdo € devido a ligacdo C-H de
carbonos benzilicos ser mais fraca do que de carbonos sp?, pois a formacgao de radical é
estabilizada por ressonancia com o anel aromético, como pode ser observado no
esquema 15 (BAERTSCHI et al, 2005).
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Esquema 15 — Estabilizacao do radical benzilico por ressonéncia

)\R Z {\9 Z= ‘CH.yk/AR
D %:;v (;c'/ P

Fonte: Autoria propria.

Os fendis sdo conhecidos por sofrerem oxidacdo facilmente, pois a hidroxila é
fortemente doadora de elétrons para o anel fenil e é a chave para a oxidagdo do anel. A
abstracdo do atomo de hidrogénio fornece um radical particularmente estavel que pode
levar a reacdo com o oxigénio molecular, conforme mostrado no esquema 16. A
desprotonacéo do fenol em pH alto em anion fenolato catalisa muito o processo de auto
oxidacdo, permitindo a reagcdo direta com o oxigénio molecular (auto oxidacéo
catalisada por base) (BAERTSCHI et al, 2005).

Esquema 16 - Reacdo de oxidagéo de fenois
OH o)

-H'ou OH’
_—
Fonte: Autoria prépria.

Ja as aminas sdo susceptiveis a formacdo de radical na ligacdo C-N. Quando as
aminas estdo desprotonadas (ou seja, na forma neutra de "base livre™), elas sdo
nucleofilicas, mais facilmente oxidadas e mais volateis. O processo de oxidacdo desse
grupo via radicalar leva a formacdo de intermediario imina que pode sofrer hidrolise,
conforme mostrado no esquema 17 (BAERTSCHI et al, 2005).

Esquema 17 - Reacdo de desalquilacdo oxidativa de aminas

|
R/NH\/R' —= R—NH, + H)\R-

Fonte: Autoria prépria.

As aminas também podem sofrer oxidacdo por ataque nucleofilico, onde os seus

pares de elétrons livres podem reagir com peroxidos ou hidroperoxidos. Nesse tipo de
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mecanismo, as aminas terciarias reagem formando N-6xidos enquanto as secundarias
hidroxilaminas, conforme esquema 18 (MOREIRA, 2020; BAERTSCHI et al, 2005).

Esquema 18 - Reacédo de oxidacao por ataque nucleofilico de aminas terciarias e

secundarias.

\
/ o /N
2 o
OH OH OH

NH_ N
+ H,0, ——=

Fonte: Autoria propria.

2.2.6 Condigdes de estresse
2.2.6.1. Hidrolise

A &gua é considerada um dos reagentes mais predominantes em reacfes de
degradacdo. Diversos farmacos sdo considerados instaveis em meio aquoso, tornando
indispensavel intervencdes durante a formulacdo e armazenamento. Para que a eficacia
e a estabilidade do produto final sejam mantidas, a agua pode ser substituida por outros
excipientes, como o propilenoglicol, desde que haja compatibilidade do farmaco com o
novo excipiente (FERRAZ, 2016; GONCALVES, 2014).

A agua necessaria para essa reacdo pode estar presente em niveis significativos
na formulacdo, nos préprios IFAs na forma de hidratos, nos excipientes e também no
ambiente em que se encontra a amostra. Ela pode participar da reacdo de duas formas,
como reagente ou como solvente. Nos medicamentos solidos pode aderir a superficie do
produto, formando uma camada de agua que pode dissolver a substancia e degrada-la
(ARANTES, 2018).

As reacoes de hidroélise sdo afetadas pela temperatura, sais, tampdo, forca ionica,
solventes e outros aditivos tais como agentes complexantes, agentes tensoativos e
excipientes, que podem aumentar ou diminuir a velocidade das reacGes. Entretanto, a
hidrolise € tipicamente catalisada por acidos ou bases, consequentemente, essas sdo as
condicdes utilizadas para induzir as reaces hidroliticas nos estudos de degradacéo

forcada. Tais condicdes sdo especialmente importantes quando a molécula a ser testada
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tiver grupos funcionais que possam existir em diferentes estados ionizados em meio
aquoso (FERRAZ, 2016; CALDEIRA, 2014).

Nos estudos de degradacdo forcada, a abordagem pratica consiste em expor a
amostra, em solucdo, a uma ampla faixa de pH. De acordo com o Guia n°4, versdo 1, de
04 de dezembro de 2015, recomenda-se que a hidrélise acida seja conduzida utilizando-
se uma solucdo tampdo em pH abaixo de 7,0 ou um &cido mineral, como &cido
cloridrico (HCI) e a hidrdlise alcalina seja conduzida utilizando-se uma solucdo tampéo
em pH acima de 7,0 ou um hidréxido de metal alcalino, como hidroxido de sodio
(NaOH). O uso de temperaturas elevadas até o limite de aproximadamente 70°C pode
ser usado para acelerar as reacdes hidroliticas (BRASIL, 2015b).

A escolha da faixa de pH a ser utilizada, de forma que cause uma degradacgéo
aceitavel, depende da reatividade quimica de cada molécula do farmaco a ser avaliado.
Alguns farmacos podem ndo ser soluveis em determinada faixa de pH escolhida para a
anélise, e nesses casos, a amostra é avaliada em suspenséo, através da adi¢cdo de um co-
solvente ou ajuste do pH para facilitar a dissolucdo. A selecéo do co-solvente é baseada
na estrutura quimica do farmaco e deve-se evitar o uso daqueles que possam interagir
com a solucdo estressante e/ou com o IFA, sendo os mais utilizados o metanol e a
acetonitrila (FERRAZ, 2016; ARANTES, 2018).

2.2.6.2. Oxidacéo

A degradacdo por oxidacdo também € considerada um dos mecanismos mais
comuns em farmacos, uma vez que o oxigénio que participa da maioria das reacoes e €
abundante no ambiente. Além disso, é uma das principais causas de instabilidade,
principalmente nos farmacos das classes dos esteroides, antibioticos, vitaminas, 6leos e
gorduras. A oxidacdo precisa ser bem controlada devido a natureza das reacdes
quimicas, ja que seus intermediarios sdo, com frequéncia, termicamente instaveis e
podem se decompor por meio de vias alternativas em temperaturas elevadas. Essa
decomposicdo acontece porque a ligacdo O-O é fraca e pode ser clivada e levar a
formacdo de radicais hidroxila, que sdo agentes oxidantes mais reativos (MATTOS,
2017; CALDEIRA, 2014; VALLE, 2019).

Para que a estabilidade de farmacos seja mantida em relacdo as condicdes
oxidativas, sdo necessarias diversas precaucdes durante a manufatura e estocagem. Em

recipientes farmacéuticos, o oxigénio deve ser substituido por nitrogénio ou didxido de
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carbono e deve-se evitar o contato com ions de metais pesados, que catalisam a
oxidagdo. Além disso, a estocagem deve acontecer em temperaturas reduzidas
(FERRAZ, 2016).

De acordo com o Guia n°4, versdo 1, de 04 de dezembro de 2015, para
mimetizar as vias oxidativas em estudos de estresse, sdo utilizados peroxido de
hidrogénio, outros agentes oxidantes como ions metalicos de Cu Il ou Fe Ill ou
compostos orgénicos capazes de gerar radicais, como o AIBN (AzoblsisoButiroNitrila).
De modo analogo ao citado para as hidrolises é permitido uso de co-solventes caso o
IFA ndo seja soltvel na solucdo de agente estressante, entretanto, tomando-se sempre a
precaucdo de ndo se utilizar substancias que possam interagir com o agente de estresse
(BRASIL, 2015b; ARANTES, 2018).

2.2.6.3.Termdlise

Dentre os fatores ambientais envolvidos na degradacdo de produtos
farmacéuticos, a temperatura € 0 mais importante, uma vez que, 0 aumento da
temperatura pode oferecer energia suficiente para acelerar a degradacdo de farmacos.
Essa influéncia pode ser reduzida pela correta selecdo da forma de armazenamento, que
pode ser feita em temperatura ambiente, em resfriamento ou congelamento (LEITE,
2005).

As reacdes de degradacao termolitica ocorrem devido a exposi¢do ao calor ou a
temperaturas elevadas e sdo caracterizadas pela ruptura de ligagdes quimicas, conhecido
como pirdlise. No contexto da degradacdo de farmacos, o termo é usado para descrever
qualquer reacdo que ocorra em temperaturas elevadas, como hidrélise/desidratacéo,
isomerizacao/epimerizacao, descarboxilacdo, rearranjos e alguns tipos de reacdes de
polimerizacdo (GONCALVES, 2014; MATTOS, 2017).

Na termdlise, o aumento da velocidade das reacbes ocorre em funcdo do
aumento da temperatura porque a distribuicdo de energias cinéticas moleculares em
temperaturas mais elevadas se desloca no sentido de se ter um ndmero maior de
moléculas rapidas, ou seja, com energia igual ou superior a energia de ativacdo da
substancia. Dessa forma, a energia minima para que a rea¢do possa ocorrer € atingida,
favorecendo a degradacao por diversas vias termoliticas (LEITE, 2005).

A expressdo mais utilizada para a avaliacdo da relacdo entre a velocidade das

reacOes quimicas e a temperatura para uma dada ordem de reacdo é a equacdo de

Eqg. 1
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Arrhenius (equacgdo 1). A partir dela é possivel estimar o efeito da temperatura sobre a
velocidade de degradacdo de uma substancia, desde que, se conhega sua energia de
ativacdo (GONCALVES, 2014).

_Ea

K =A.erT
Onde:
K ¢é a constante de velocidade;
A é o fator de frequéncia;
R é a constante universal dos gases;
T € a temperatura em Kelvin, ¢;

Eaé a energia de ativacao.

De acordo com o Guia n°4, versao 1, de 04 de dezembro de 2015, para o estudo
de degradacdo forcada os medicamentos devem ser submetidos ao aquecimento sem
aumento de umidade no ambiente e sem dissolver o produto (térmica seca) e ao
aquecimento com umidade relativa controlada e acima da umidade ambiente (térmica
Umida). Recomenda-se utilizar uma temperatura maior do que aquela utilizada no
estudo de estabilidade acelerada (> 40 °C) ou temperatura igual a de esterilizacdo do
medicamento (BRASIL, 2015b; ARANTES, 2018).

2.2.6.4. Fotdlise
A luz é outro fator ambiental envolvido na degradacdo de farmacos, visto que,
em determinados comprimentos de onda podem fornecer energia necessaria para
desencadear inumeras reacdes. A protecdo a influéncia da luz pode ser alcangada por
meio de embalagens especiais que sejam capazes de bloguear a passagem de luz, adi¢édo
de complexantes ou aditivos que absorvem a radiacdo através da competicdo com o
principio ativo, manipulacdo a baixa luz, estocagem no escuro e revestimento protetor
nas formulacdes de comprimidos. Essas estratégias podem ser adotadas em qualquer
fase da producdo de um medicamento, inclusive no produto acabado (LEITE, 2005;
ARANTES, 2018).
A primeira lei da fotoquimica afirma que “apenas a radiagdo que ¢ absorvida por
uma molécula pode efetivamente produzir mudangas quimicas na molécula”. Isso

significa que a taxa de fotodegradacdo é diretamente dependente da quantidade de
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radiacdo incidente e da quantidade de radiacdo absorvida pelas moléculas (CALDEIRA,
2014).

Portanto, a reacdo de fotdlise é resultado da absor¢cdo de radiacdo
eletromagnética, principalmente na regido do ultravioleta e visivel, pela maioria dos
IFAs ou por algum agente na formulagdo. A fotodegradacdo de farmacos depende das
propriedades espectrais da substancia, como também, da distribuicdo espectral da fonte
de luz (VALLE, 2019).

De acordo com a equagdo 2, quanto menor o comprimento de onda (A) da
radiacdo mais energia é absorvida por mol de reagente. Dessa forma, as radiagdes
absorvidas na gama do UV e violeta (300 a 800 nm) contribuem mais facilmente para o
inicio de reacGes quimicas do que aquelas com comprimento de onda maiores
(LACHMAN et al, 2001). Eq. 1

5
E = 2,859 x —

kcalmol™1

A energia absorvida pelos farmacos, quando maior que a energia de ativacéo,
promove a quebra de ligacdes resultando nas reacOes de degradacdo, tais como,
oxidacdo, reducdo, rearranjo de anéis, polimerizacdo e isomerizagdo. A cinética e 0s
mecanismos de tais reacdes sdo mais complexas do que a das reacOes térmicas, pois
dependem de um ndmero mais alto de variantes (LACHMAN et al, 2001).

Os principais grupos funcionais que apresentam sensibilidade a luz sédo os
grupos carbonila, nitroaromaticos, fendis, alcenos, sulfetos, polienos e as funcdes N-
oxido e cloretos de arila (NETO, 2018).

De acordo com o Guia n%4, versao 1, de 04 de dezembro de 2015, para o estudo
de degradacdo forcada os medicamentos devem ser submetidos a fotolise variando a
quantidade de lux hora e/ou watt hora por metro quadrado. O guia de fotoestabilidade
do ICH recomenda realizar a exposicdo das amostras a no minimo 1,2 milhGes de lux
hora e 200 watt hora por metro quadrado. O estudo deve ser conduzido em cameras com
emissdo de luz ultravioleta e fluorescente e o tempo de exposicdo depende da
intensidade da luz que serd emitida (BRASIL, 2015b; ARANTES, 2018).

2.3 Estudo de degradacéo forcada para Epinefrina IFA e solucéo injetavel
2.3.1 Impurezas conhecidas para o ativo Epinefrina
Algumas impurezas dos insumos farmacéuticos ativos e solucbes injetaveis

possuem suas estruturas elucidadas, identificadas e quantificadas por meio de métodos
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adequados. Tais impurezas sdao chamadas de impurezas conhecidas e séo indicadas nas
monografias compendiais de cada ativo (BERNARDES, 2012).
As monografias compendiais da Epinefrina, tais como a Farmacopeia Americana

e a Farmacopeia Europeia, listam as impurezas conhecidas para o ativo em questdo,

conforme demonstrado no quadro 3.

Quadro 3 - Lista de impurezas conhecidas da epinefrina

Impureza

Caracteristicas fisico-quimicas

EP Impureza B

Nome quimico

(1R)-2-amino-1-(3,4- dihydroxyhenyl)ethanol

Formula estrutural

OH
HO NH,

HO

Outros nomes

Noradrenalina, Norepinefrina

Definicédo

Impureza de reacdo secundaria, impureza de
sintese/degradacéo.

EP Impureza C

Nome quimico

1-(3,4-dihydroxyhenyl)-2-(methylamino)ethanone

Formula estrutural

O]
HO NH

~

CHs

HO

Qutros nomes

Adrenalona

Definicédo

Intermediario de reacdo, impureza de
sintese/degradacéo.

EP Impureza D

Nome quimico

4-[(1R)-2-(benzylmethylamino)-1-
hydroxyethyl]benzene-1,2-diol

Formula estrutural

OH

HO N
CHj,

HO

Outros nomes

N-Benzil Epinefrina, Rac-adrenalina

Definicédo

Impureza de reacdo secundaria, impureza de sintese.
Continua
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Quadro 3 - Lista de impurezas conhecidas da Epinefrina

Continuacgéo

Impureza

Caracteristicas fisico-quimicas

EP Impureza E

Nome quimico

2-(benzylmethylamino)-1-(3,4-
dihydroxyphenyl)ethan-1-one

Férmula estrutural

(0]
HO N
Ij)‘\/ \CHS
HO

Outros nomes

N-Benzil Adrenalona

Definicéo

Impureza de reagdo secundaria, impureza de sintese.

EP Impureza F

Nome quimico

(1R)-1-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-
(methylamino)ethanesulfonic acid.

Férmula estrutural

HO5S
HO NH_

CHg
HO

Qutros nomes

Epinefrina acido sulfénico

Definicédo

Impureza de reacdo secundaria, impureza de
sintese/degradacéo.

Nome quimico

2-Amino-1-(3,4-dihydroxyphenyl)-ethanone

Formula estrutural

(@]
NH
HO 2

Arterenona

Outros nomes Noradrenalona
- Impureza de reacdo secundaria, impureza de

Definicédo . ~

sintese/degradacéo.
Nome quimico 1-(4-Hydroxyphenyl)-2-(methylamino)etanol
OH
. HO NH_
Oxedrina Férmula estrutural CHs
(USP)
HO

Outros nomes

Sinefrina

Definicédo
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Quadro 3 - Lista de impurezas conhecidas da Epinefrina

Conclusdo
Impureza Caracteristicas fisico-quimicas
Nome quimico 4-[2-(Methylamino)ethyl]benzene-1,2-diol
HO NH_
. CHj
- Formula estrutural
Epinina
(USP) HO

Outros nomes

Desoxiadrenalina, desoxiepinefrina, N-Metildopamina

Definicéo

Impureza de reagdo secundaria, impureza de
sintese/degradacéo.

Nome quimico

4-(1-methoxy-2-(methylamino)ethyl) benzene-1, 2-
diol hydrochloride

OMe
Analogo de metoxi HO NH_
epinefrina Férmula estrutural Me . HCI
(USP)
HO
Outros nomes Né&o se aplica
Definicéo -
Nome quimico | 3-hydroxy-1-methyl-2,3-dihydro-1H-indole-5,6-dione
OH
N
Adrenocromo Formula estrutural P
0 N
CH,
Outros nomes N&o se aplica

Definicédo

Impureza de degradacéo

Fonte: UNITED; 2020; EUROPEAN, 2013; SZULCZEWSKI; HONG, 1978

2.3.2 Possiveis rotas de degradacdo da Epinefrina

A epinefrina pertence a classe das catecolaminas. Esta classe de substancia

contém um grupo catecol (um anel benzeno com dois grupos hidroxila) ligado a um

grupo alcool e um grupo amina (FAROOQUI, 2016).

No estado sélido, a epinefrina € um composto relativamente estavel, entretanto é

susceptivel a decomposicdo. Portanto, algumas precaucdes especiais durante a sintese

da base livre, forma de base conjugada (desprotonada) de uma amina, devem ser

tomadas e o material obtido deve ser armazenado sob condi¢bes reguladas como




38

atmosfera de nitrogénio, frascos ambar e umidade controlada (SZULCZEWSKI;
HONG, 1978).

No entanto, as solugfes injetdveis da epinefrina sdo muito instaveis e sua
degradacédo acontece pela oxida¢do do grupo catecol e grupo alcodlico, por racemizagao
e reacbes com os componentes auxiliares das formulagdes (STEPENSKY et al, 2003;
ABREU et al, 2020).

As reacOes de degradacdo da epinefrina podem ser catalisadas por alteracGes de
pH da solucdo, exposicdo a oxigénio, contato com ions metalicos, exposicdo a luz e
temperaturas elevadas. Além disso, sua estabilidade também pode ser afetada pela
presenca de aditivos, concentracdo do ativo na solugdo e tempo de armazenamento
(HOELLEIN; HOLZGRABE, 2012; CHURCH et al, 1994).

A epinefrina racemiza a uma taxa consideravel, mesmo em temperatura
ambiente. A racemizacdo da molécula, mostrada no esquema 19, é catalisada em
condicdes &cidas, 0 que se torna uma consideracdo importante no desenvolvimento da
formulacéo, uma vez que, a acidez da solugéo injetavel ¢ utilizada para ajudar a prevenir
a oxidacdo e aumentar a solubilidade da molécula (SZULCZEWSKI; HONG, 1978;
YOSHIOKA,; STELLA, 2002).

Em pH igual ou menor a 3,5, a racemizacdo ocorre por uma reacdo de
substituicdo nucleofilica do tipo Sn1, uma vez que, o carbocation formado pode ser
estabilizado por ressonancia com o anel aromatico o que é favorecido pela presenca de
OH na posicao para (YOSHIOKA,; STELLA, 2002).

Acredita-se que essa reacdo (esquema 19) ao ser catalisada por acido, ocorra
pela rdpida protonacdo do atomo de oxigénio alcoolico secundario, seguido pela
eliminacédo da hidroxila em forma de dgua. O ataque de uma segunda molécula de dgua
ao carbocation secundario resulta na producdo de uma mistura racémica (YOSHIOKA,;
STELLA, 2002).

Esquema 19 - Racemizacdo da epinefrina

OH
HO NH_ HO . NH_
CHg : CHg
HO HO
L-Epinefrina D-Epinefrina

Fonte: Autoria prépria.
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Os ions sulfito, como bissulfito ou metabissulfito de sodio, sdo muito utilizados
como antioxidantes em formulagGes aquosas para atrasar a oxidacdo e diminuir a
formagéo da cor (HOELLEIN; HOLZGRABE, 2012; SZULCZEWSKI; HONG, 1978).

No entanto, os ions sulfito podem atacar a molécula de epinefrina via
mecanismo Sn2 em valores de pH maiores que 5, formando epinefrina acido sulfénico
(sulfonato de L- ou D-adrenalina), que ndo possui efeito farmacolégico, mas é
inofensivo (HOELLEIN; HOLZGRABE, 2012; SZULCZEWSKI; HONG, 1978).

Esquema 20 - Reacdo de substituicdo e adi¢do da epinefrina por bissulfito.

OH $O3
HO NH HO NH_
- CHy — » i CHg
HSO, / SO,”
HO HO
Epinefrina Epinefrina acido sulfénico

Fonte: Autoria propria.

Como a epinefrina é um o-difenol contendo os grupos hidroxilas vicinais, € um
Otimo agente redutor. Por isso, € facilmente oxidado por agentes oxidantes como o
oxigénio molecular e ions metalicos, além de ser uma reacdo de degradacao favorecida
por condicdes bésicas, fotoliticas e por compostos auxiliares presentes nas formulacdes
(HOELLEIN; HOLZGRABE, 2012; SZULCZEWSKI; HONG, 1978).

A oxidacdo da epinefrina pelo oxigénio molecular ocorre atraveés da formacéo
transitoria da epinefrina quinona com formacdo do composto adrenocromo, que é
fortemente colorido, conforme ilustrado no esquema 21 (BAERTSCHI et al, 2005;
YOSHIOKA,; STELLA, 2002).

Esquema 21 - Reacdo de oxidagdo da epinefrina por oxigénio molecular

CH,
HN oH
OH O\
HO NH o
* \CH3 02 % "',, CiC"ZaQéO
OH (e) O/ N
Y 2 \
HO o CHs
Epinefrina Epinefrina o-quinona Adenocromo

Fonte: Autoria prépria.
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A oxidagéo da epinefrina pode ser favorecida pela exposicéo a luz e presenga de
ions sulfito, simultaneamente. Brustugun et al (2003) propuseram um mecanismo de
fotodegradacgdo da epinefrina na presenca de bissulfito de sédio, mostrado no esquema
22. Em seus estudos, observaram que o efeito catalitico do bissulfito na
fotodecomposicdo da epinefrina parece ser devido a formacdo de sulfonato de
adrenocromo que atua como um sensibilizador no processo de fotodegradagdo. A
degradacédo induzida pelo sulfonato de adrenocromo pode ser parcialmente atribuida a
geracdo de oxigénio singleto, estado excitado eletronico de menor energia do oxigénio
molecular no seu estado fundamental tripleto. Isso indica que o sulfonato de
adrenocromo é uma fonte de moléculas reativas de oxigénio singleto levando a oxidagdo
da epinefrina (BRUSTUGUN et al, 2003).

Esquema 22 - Mecanismo proposto para fotodegradacédo da epinefrina na presenca de
bissulfito de sodio

OH
HO. _» !

HO -~ NHMe
A
Epinefrina
“
) 0
“
A
4
4 OH
i)
e 4
i) ” N
M
Adrenocromo
0 , l ~ HSO; Na®
\k S Na'
Nat . SO, OH
O 4
SO, OH

0 y <
) N

0~ N M

M Adrenocromo sulfonato
.
Adrenocromo sulfonato
estado excitado hv, 350 nm

Fonte: Adaptado de BRUSTUGUN et al, 2003.

Apesar de levarem a formacdo de sulfonato de adrenalina e sulfonato de

adenocromo, como ilustrado nos esquemas 20 e 22, 0 uso de bissulfito ou metabissulfito
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de sddio continua sendo um método muito comum na estabilizacdo das solucBes de
epinefrina, pois a quantidade de bissulfito/metabissulfito utilizado é baixa quando
comparado com a taxa de oxidacao do farmaco (STEPENSKY et al, 2003).

O tempo de armazenamento também é um fator que afeta a estabilidade das
solucBes de epinefrina. Em periodos prolongados de armazenamento, quando a
epinefrina esta presente em concentragdes significativas, a taxa de isomerizacao Optica
inversa (conversdo de D-adrenalina para L-adrenalina) torna-se substancial, resultando
em uma distor¢do do resultado em relacdo ao resultado inicial (STEPENSKY et al,
2003).

Portanto, a epinefrina pode ser inativada por racemizacdo e oxidagdo ou por
reacOes com componentes auxiliares da formulacdo, formando produtos com atividade

farmacologica reduzida. O esquema 23 relne as principais reacdes de degradacdo da

epinefrina.
Esquema 23 - Reacdes de degradacédo da Epinefrina
OH
+
HO NH HO
CHg Racemizagdo
HO HO
L-Epinefrina -Epi i
p Sulfonacao D-Epinefrina
SO5
Oxidagéo +
HO NH
OH i Z\CH3
HO
HO
Epinefrina acido sulfénico
HO A\

CHs3
Leucoadrenocromo
u OH

o o J

P ——
o~ N\ HO \
CH, CHs
Adrenocromo Adrenolotina

Fonte: Autoria propria.
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2.3.3 Testes de estresse para Epinefrina na literatura

Realizou-se uma pesquisa bibliografica acerca de testes experimentais do estudo
de degradacéo forgada para o insumo farmacéutico ativo Epinefrina e solucéo injetavel.
N&o se encontrou na literatura referéncias contendo a parte pratica do estudo para o
IFA. J& os resultados encontrados para os estudos de degradacdo forcada de Epinefrina
solucdo injetavel sdo discutidos a seguir.

Abreu et al desenvolveram um estudo de degradacdo forcada para solucdes
injetaveis contendo o ativo epinefrina e desenvolveram, a partir dos testes de estresse,
um método indicativo de estabilidade por HPLC (ABREU et al, 2020).

O estudo expds amostras de anestésicos dentarios a duas abordagens diferentes
de degradacdo forcada, sendo a primeira a utilizacdo refluxo de até 10 horas e a segunda
armazenamento em camara climética a 40°C + 2 °C e 75 + 5% de umidade relativa por
14 dias. Ambas as abordagens foram testadas utilizando-se as amostras sob condicao
oxidante (peroxido de hidrogénio 30%), hidrolitica (hidréxido de sédio 6,0 M e &cido
cloridrico 6,0 M), metalica (sulfato de cobre 25mM) e fotolitica (2,4 milhdes lux) de
acordo com as diretrizes do ICH (ABREU et al, 2020).

Abreu et al obtiveram trés produtos de degradacdo majoritarios na degradacédo da
epinefrina, nas diferentes condi¢cBes. Na tabela 2 estdo resumidos os resultados
encontrados para cada condicdo testada e na figura os produtos de degradagédo
identificados por RMN de *H e 3C.

Tabela 2 - Quantidade aproximada dos principais produtos de degradacédo observados

em solucdo injetavel contendo Epinefrina

Condicdo de degradacao Refluxo Camara climatica
DP-2 (+++) DP-2 (++)
Hidrolise basica DP-4 (++) DP-4 (++)
DP-5 (+) DP-5 (+)
Hidrélise acida DP-2 (++) DP-2 (+)
DP-2 (+++) DP-2 (++)
Oxidacéo DP-4 (+) DP-4 (+)
DP-5 (+) DP-5 (+)
DP-2 (+)

lons metalicos ND

DP-5 (+)

NOTA: Analise semiquantitativa dos resultados: (+) < 0,1%; (++) 0,1 — 5,0%; (+++) > 5,0%
Abreviacdes: DP, produto de degradacéo; ND, ndo detectado.
Fonte: Adaptado de ABREU et al (2020).



Figura 7 — Produtos de degradacéo identificados por RMN
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Fonte: Adaptado de ABREU et al (2020).
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De acordo com o estudo, houve geracdo de produtos de degradacdo em quase

todas as condicdes, principalmente em condigdes oxidativas. Ndo foram detectados

niveis significativos de DPs no estresse por ions metalicos e apenas tracos de DP-3

foram encontrados no estresse por fotolise (ABREU et al, 2020). Os sinais

cromatograficos obtidos pelas amostras estressadas por meio de método indicativo de

estabilidade por HPLC sdo ilustrados nas figuras 8 e 9.

Figura 8 - Cromatogramas de HPLC para (a) padréo de epinefrina, (b) placebo néo

estressado, (c) epinefrina tratada com &cido, (d) epinefrina tratada com base, (e)

epinefrina tratada com peroxido e (f) epinefrina tratada com ions metalicos

-

Bl

(b)

i # 8B & 8

38

1] 5 50 5 o o5 L) 1¥s

Fonte: Adaptado de ABREU et al (2020).

ED = B0
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Figura 9 — Cromatograma de HPLC do perfil de degradacéo da epinefrina sob oxidagéo
e refluxo por 10 h
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Fonte: Adaptado de ABREU et al (2020).

Abreu et al observaram, a partir do resultado dos testes de estresse, que as
solugdes de epinefrina sdo instaveis quando expostas a temperaturas acima de 25°C e,
portanto, sofrem degradacao significativa por via termolitica apos longos periodos de
exposicdo. Além disso, a degradacdo € muito favorecida em condicdes alcalinas e
oxidativas (ABREU et al, 2020).

Outros estudos corroboram com os resultados encontrados por Abreu et al. Nos
estudos conduzidos por Muller et al, foi observado uma alta taxa de degradacéo (t 0,99)
nas solucdes injetaveis de epinefrina armazenadas em temperaturas maiores e iguais a
30°C (MULLER et al, 1988).

Church et al observaram completa degradacdo da epinefrina solucdo injetavel
apos aquecimento constante (65°C) por 7 dias e reducdo da epinefrina com aumento da
epinefrina &cido sulfonico ap6s aquecimento ciclico (65°C por 8 hr/d por 4 a 12
semanas) (CHURCH et al, 1994).

Carr et al comprovaram a estabilidade da epinefrina em solugcbes de bolsas para
infusdo abaixo de 25°C ao armazenar solucgdes do ativo (epinefrina em dextrose 5 % em
agua) em diferentes concentracdes a 25°C e 4°C por 30 dias e ndo observar mudancas
significativas de pH, cor e concentracdo nas mesmas (CARR et al, 2014).

Robinson et al obtiveram diminuicdo significativa das concentracées médias de
epinefrina, em nove solucdes de epinefrina em diferentes combinag¢6es com bupivacaina
e lidocaina, apos alcalinizacdo das solucdes injetaveis com bicarbonato de sédio 8,4%
por um periodo de 24 horas (ROBINSON et al, 2000).

Bonhomme et al observaram a concentracdo da epinefrina solucdo injetavel

tratada com solucdo bésica de bicarbonato de sddio 8,4%, até atingir pH 7,55 £ 0,01,
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diminuir até aproximadamente 30% ap6s 30 minutos e 100% apds duas semanas
(BONHOMME et al, 1990).

E Stepensky et al obtiveram grande conversdo de epinefrina a sulfonato de L- ou
D-adrenalina por oxidacdo apds longo periodo de armazenamento (2 anos) em
condi¢bes controladas e recomendadas pelos fabricantes das solucGes injetaveis
(STEPENSKY et al, 2003).

Apesar de os estudos citados utilizarem diferentes combinacgdes da epinefrina,
nenhuma interferéncia dos componentes das combinac6es nas degradacGes do ativo foi
descrita. Dessa forma, é possivel relacionar os estudos para analise do perfil degradativo
da Epinefrina solucdo injetavel (MULLER et al, 1988; CHURCH, 1994; CARR et al,
2014; ROBINSON et al, 2000; BONHOMME et al, 1990; STEPENSKY et al, 2003).

2.3.4 Proposta das condicbes de degradacdo para a Epinefrina IFA e solugéo
injetavel

Os dados observados na pesquisa do perfil degradativo da epinefrina sdo de

grande importancia para o delineamento das condi¢fes experimentais utilizadas em um

estudo de degradacdo forcada da molécula. A tabela 3 descreve uma proposta das

condicdes experimentais de degradacéo para a epinefrina IFA e solucéo injetavel.

Tabela 3 - Proposta de condi¢cfes experimentais para EDF da epinefrina

Concentracdo Tempo de exposicao
Condicéo Agente IEA _Sqlugao IEA _Sc_)IuE;ao
injetavel injetavel
Hidrolise acida  Acido cloridrico 0,1M 1Ma3M 10 dias 1a7dias
Hidrélise basica H'd;%)é'iio de 0,1M 001MalM 10 dias 30 min
Oxidacdo Peroxido de 3% 35% 10 dias 7 dias
hidrogénio
Calor seco 60 °C 65 °C 10 dias 8 — 24 horas
Termélise _ 3% _
Calor Umido umidade - 10 dias -
relativa
Tempo Tempo
N Luz UV 3.6 milhdes 3,6 milhdes necessario necessario
Fotdlise fluorescente lux/h lux/h para alcancar para alcancar
tubular 3,6 milhdes 3,6 milhdes
lux/h lux/h
lons Metalicos Cloreto férrico 0,05 M 0,05 M 24 horas 24 horas

Fonte: Autoria propria.
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Para a elaboracdo da tabela 3 a escolha do tempo de exposicdo foi baseada na
susceptibilidade de degradacdo da epinefrina e no tempo utilizado pelos estudos
experimentais de diversos autores analisados no item 2.3.3.

Abreu et al (2020) cita a formacéo de produtos de degradacéo no tratamento com
0s agentes estressantes de seu estudo, entretanto, a relagdo entre o tempo de exposicéao e
a extensdo da degradacdo em porcentagem ndo foi analisada. Além disso, as estruturas
identificadas para os produtos de degradacdo ndo correspondem as estruturas das
impurezas conhecidas, listadas no quadro 3 (p. 34). Tal fator pode ser explicado pelo
uso de condigdes extremamente drasticas, que podem ter levado a formacéo de produtos
de degradagdo secundéarios. Portanto, as concentraces indicadas para a conducdo do
estudo de degradacdo para Epinefrina foram menores do que aquelas utilizadas por
Abreu e colaboradores.

Para a hidrolise &cida na solucdo injetavel, recomenda-se a utilizacdo de
concentragdes mais baixas, entre seis vezes e duas vezes menor que as utilizadas por
Abreu et al (2020), e testadas entre um e sete dias de exposicdo para avaliacdo da
relacdo do tempo de exposicdo com a diminui¢do do teor e formacdo de produtos de
degradacéo.

Considerando-se a alta taxa de degradacdo para a epinefrina nas condicbes
béasica e termolitica, encontradas nos estudos de Abreu et al (2020), Muller et al (1988),
Church et al (1994), Robinson et al (2000) e Bonhomme et al (1990), propde-se a
exposicdo em tempo reduzido em ambas as condi¢cbes. Recomenda-se, para a solucéo
injetavel, exposicdo de trinta minutos na condicdo basica, tempo utilizado por
Bonhomme et al (1990), e de oito a vinte e quatro horas para a condicdo termolitica,
tempo sete vezes menor do que o utilizado por Church et al (1994) com o objetivo de
evitar que a amostra seja completamente degradada como ocorreu na referéncia em
questéo.

Ademais, no estudo da hidrélise basica na solucdo injetavel, propGe-se
concentracdes de hidroxido de sddio aproximadamente seis vezes menor do que a
utilizada por Abreu et al (2020), uma vez que o mesmo cita a formacéo de produtos de
degradacdo mas ndo analisa a relacdo entre o tempo de exposicdo e a extensdo da
degradacdo em porcentagem, enquanto os outros estudos citados utilizam bicarbonato
de sodio 8,4% como agente estressante, ndo havendo resultados completos de estudos

experimentais na literatura sobre o uso de hidroxido de sdédio como agente estressante.
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Para o estudo da via termolitica recomenda-se a utilizagdo da mesma
temperatura utilizada nos estudos de Church et al (1994), 65°C.

Para ions metalicos e oxidacdo recomenda-se a exposi¢do pelo tempo maximo
preconizado pelo Guia n°4 da ANVISA, uma vez que a epinefrina € pouco suscetivel a
degradacdo metdlica e suscetivel a oxidacdo em tempos prolongados e condi¢des
drasticas, de acordo com Abreu et al (2020).

J& para a degradacdo fotolitica recomenda-se a utilizacdo do tempo de exposi¢do
necessario para atingir 3,6 milhGes lux/h, quantidade mais dréstica do que a utilizada
por Abreu e colaboradores (2020), uma vez que ndo foram observados formacgéo de
produtos de degradacdo com a quantidade de luz utilizada no estudo de Abreu et al
(2020).

Para o IFA, considerou-se os endpoints sugeridos pela Organizacdo Mundial da
Saude (WHO, 2005).

O procedimento instrumental e de preparo das amostras deve ser baseado nas
legislagdes vigentes, concentracdo do ativo no produto e procedimentos internos do
laboratdrio analitico (MATTOS, 2017).

Os resultados encontrados apos a conducdo do estudo de degradacdo forcada
devem ser discutidos em um relatorio, apresentando o impacto das condicOes testadas
no resultado do perfil de degradacdo e discussao sobre os fatores de armazenamento que
podem interferir na estabilidade do produto (BRASIL, 2015b).

De forma geral, considerando-se o estudo preditivo da degradacao, a epinefrina
solucdo injetdvel deve ser armazenada em frascos de vidro ambar, com vedacao
hermética, preenchido com nitrogénio, adicdo de conservantes antioxidantes,
armazenamento em baixas temperaturas para prevenir a degradacdo e coloracdo do
produto farmacéutico (HOELLEIN; HOLZGRABE, 2012).
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3 CONCLUSAO

O estudo de degradacdo forgada é uma ferramenta importante para o processo de
desenvolvimento de produtos farmacéuticos, uma vez que, fornece informacdes sobre a
quimica de degradacdo de farmacos e medicamentos e auxilia no desenvolvimento de
um método indicativo de estabilidade. Desse modo, a pesquisa bibliogréfica inicial
permite que o delineamento do estudo e as propostas de condicBes de estresse sejam
feitas.

Para a Epinefrina, insumo farmacéutico ativo e solucdo injetavel, foram
encontrados registros na literatura sobre suas propriedades fisico-quimicas, bem como
suas possiveis rotas de degradacdo e suscetibilidade a degradacao.

A epinefrina pode sofrer reagdes de degradacdo por aumento e diminuigdo de
pH, exposi¢do a oxigénio, contato com ions metalicos, exposi¢do a luz e temperaturas
elevadas. O insumo farmacéutico ativo é mais estavel do que sua solugéo injetavel, mas
ainda assim, ambos podem sofrer degradacao.

A epinefrina pode ser inativada por racemizacdo, oxidagdo ou por reacdes com
componentes auxiliares da formulacdo. As condicbes que mais favorecem a degradacgéo
da epinefrina séo as condi¢des basica, oxidativa e termolitica.

Logo, foi proposto um estudo de degradacdo forcada, delineando-se cada
condicdo a partir do estudo do perfil de degradacdo da molécula e dos resultados
encontrados para os testes de estresse na literatura.

Por fim, a solucdo injetavel e o insumo farmacéutico ativo devem ter seus
produtos de degradacdo ou impurezas verificados nos estudos de estresse e notificados,

identificados ou qualificados, de acordo com o valor de teor obtido para cada uma.



49

4 REFERENCIAS

ABREU, L. C. L. DE; ABRAHIM-VIEIRA, B. DE A.; SOUZA, A. M. T. DE; PINTO,
E. C.; GONCALVES, M. DA S.; SIMON, A.; VIANA, G. M.; RODRIGUES, C. R;;
SOUSA, V. P.; CABRAL, L. M. Forced Degradation Studies of Norepinephrine and
Epinephrine from dental anesthetics: Development of Stability-Indicating HPLC
Method and In Silico Toxicity evaluation. Biomedical Chromatography, Rio de Janeiro,
Brasil, v.34, p. 1-8, 2020.

ADDISON T. Constitutional and local effects of disease of the suprarenal capsules.
London: Samuel Highley; 1855.

ALVAREZ-DIDUK, R; GALANO, A. Adrenaline and Noradrenaline: Protectors
against Oxidative Stress or Molecular Targets?. The Jornal of Physical Chemistry B,
Cidade do México, México, v.8, n.119, p.3479-3491, 2015.

ALVES. L. Adrenalina. Brasil Escola. Disponivel em:
<https://brasilescola.uol.com.br/quimica/adrenalina.htm>. Acesso em: 21 mar.2021

ANS. Agéncia Nacional de Saude Suplementar. Medicamentos: Uso seguro e cuidados
essenciais. Disponivel em: <http://www.ans.gov.br/temas-de-interesse/medicamentos-
uso-seguro-e-cuidados-essenciais>. Acesso em: 22 fev. 2021

ARANTES, P. C. Relevancia da determinacdo de produtos de degradacdo em
medicamentos no Brasil. Revista Oswaldo Cruz, [s. I.], v. 5, ed. 18, 2018. Disponivel
em: <http://revista.oswaldocruz.br/Edicao_18/Home>. Acesso em: 21 fev. 2021.

BAERTSCHI, S. W.; ALSANTE, K. M.; REED, R. A. Pharmaceutical Stress Testing:
Predicting Drug Degradation. Indianapolis: Informa Healthcare, 2005, p. 624.

BALL, C. M.; FEATHERSTONE, P. J. The early history of adrenaline. Anaesth
Intensive Care. [s. L], v. 45 n 3, p. 279-281. Disponivel em:
<https://journals.sagepub.com/doi/pdf/10.1177/0310057X1704500301>. Acesso em: 21
mar. 2021.

BARATA-SILVA, C.; HAUSER-DAVIS, R., A; SILVA, A. L. O.; MOREIRA, J. C.
Desafios ao controle da qualidade de medicamentos no Brasil. Cad. Saude Colet, Rio de
Janeiro, v.25, n. 3, p. 362-370, 2017. Disponivel em:
<https://www.scielo.br/pdf/cadsc/v25n3/1414-462X-cadsc-1414-
462X201700030075.pdf>. Acesso em: 1.mar. 2021

BENNETT, J. W. Adrenalin and cherry trees. Modern Drug Discovery. Washington,
DC, V. 4, n. 12, p. 47-48, 2001. Disponivel em:
http://pubsapp.acs.org/subscribe/archive/mdd/v04/i12/html/12timeline.html?.  Acesso
em: 29. jul. 2021.

BERNARDES, J. Método identifica produto de degradacdo em medicamento.
Agéncia USP de noticias. 2012. Disponivel em: <http://www.usp.br/agen/?p=96350>.
Acesso em: 19 jul. 2021.



50

BONHOMME, L., BENHAMOU, D., COMOQY, E., & PREAUX, N. Stability of
epinephrine in alkalinized solutions. Annals of Emergency Medicine, Clamart, Fraca,
v.19, n.11, p. 1242-1244, 1990.

BRAGA, S. de M. Uso de farmacos agonistas dos receptores o-2 adrenérgicos em
medicina veterinaria. Dissertacdo (Mestrado). Curso de pés graduacdo em Ciéncia
Animal, Universidade Federal de Goias, Goiania, Goias, 2012.

BRASIL, 1999. Lei n. 9782, de 26 de janeiro de 1999. Define o Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria, cria a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, e da outras
providéncias. Presidéncia da Republica, Casa Civil, Subcrefia para Assuntos Juridicos,
Brasilia, DF, 26 de janeiro de 1999.

BRASIL, 2015a. Ministério da Salde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Resolugéo da Diretoria Colegiada - RDC n° 53, de 4 de dezembro de 2015.
Estabelece parametros para a notificagéo, identificacdo e qualificacdo de produtos
de degradacdo em medicamentos com substancias ativas sintéticas e
semissintéticas, classificados como novos, genéricos e similares, e da outras
providéncias. Diario Oficial da Uni&o, Poder Executivo, Brasilia, DF, 8 de dezembro
de 2015.

BRASIL, 2015b. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Guia n° 4/2015,
versdo 1, de 4 de dezembro de 2015. Guia para obtencdo do perfil de degradacéo, e
identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos. Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 04 de dezembro de 2015.

BRASIL, 2019. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 318, de 6 de novembro de
2019. Estabelece os critérios para a realizagdo de Estudos de Estabilidade de
insumos farmacéuticos ativos e medicamentos, exceto bioldgicos, e da outras
providéncias. Diario Oficial da Unido, Poder Executivo, Brasilia, DF, 7 de novembro
de 2019.

BRUSTUGUN, J., KRISTENSEN, S. & T@NNESEN, H. H. Photostability of
epinephrine - The influence of bisulfite and degradation products. Die Pharmazie, Oslo,
Noruega, v.59, p. 457-63, 2003.

CALDEIRA, A. S. P. Estudo de degradacéo forcada, desenvolvimento e validacéo
de método analitico de teor e substancias relacionadas para avaliacdo da
estabilidade de comprimidos de leflunomida. Dissertacdo (Mestrado). Curso de pés
graduacdo em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na Industria Farmacéutica, Instituto
de Tecnologia em Farmacos — FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

CARARINE, A. D. Estabilidade de medicamentos: fatores interferentes com
destaque em material de embalagem. Monografia. Curso de Pds-graduacdo em
Tecnologias Industriais Farmacéuticas, Instituto de Tecnologia em Farmacos —
Farmanguinhos, Rio de Janeiro, 2016.



o1

CARR, R. R., DECARIE, D., & ENSOM, M. H. H. Stability of Epinephrine at Standard
Concentrations. The Canadian Journal of Hospital Pharmacy, Vancouver, Canada, v.67,
n.3, p. 197-202, 2014.

CARVALHO J. P.: SANTOS, A. S.; SA, A. S.: TEIXEIRA, C. S.: NOGUEIRA, M. S.;
Farmacos & Medicamentos, v.8, n.22, 2004.

CESAR, P. Eliminacéo. 2010. Disponivel em:
https://www.profpc.com.br/Elimina%C3%A7%C3%A30.htm. Acesso em: 17 jul. 2021.

CESAR, P. Adrenalina: a molecula da agdo. 2011. Disponivel em:
<https://www.profpc.com.br/Adrenalina.htm>. Acesso em: 21 mar.2021.

CHEMICALIZE. Epinephrine. Disponivel em: <https://chemicalize.com>. Acesso em:
16 mar. 2021.

CHURCH, W. H., HU, S. S., & HENRY, A. J. Thermal degradation of injectable
epinephrine. The American Journal of Emergency Medicine, Carolina do Norte, Estados
Unidos, v. 12, n.3, p. 306-309, 1994.

COSTA, G. C.; VIANA; G. M.; LIMA FILHO; U. F.; CABRAL, L. M. Diretrizes para
elaboracdo de um protocolo e relatorio de estudo de degradacdo forcada de
medicamentos de acordo com a RDC 53/2015. Infarma: Ciéncias Farmacéuticas, Rio
de Janeiro, v. 30, n. 3, p. 194-202, 21 set. 2018. Disponivel em:
<http://www.revistas.cff.org.br/?journal=infarma&page=article&op=view&path%5B%

5D=2307&path%5B%5D=pdf_1>. Acesso em: 21 fev. 2021.

CRILE, G H. Blood-pressure in surgery: An experimental and clinical research; The
Cartwright prize essay for 1903. Philadelphia and London: JB Lippincott Company,
1903.

CRILE, G. W,, CRILE, G. George Crile: an Autobiography. Philadelphia and New
York: Lippincott, 1947.

EFRINALIN: Hemitartarato de Epinefrina. Satoro Tabuchi. S&o Paulo: Blau
Farmacéutica S.A, [200-?]. Bula de remédio.

EUROPEAN Pharmacopoeia. 8. ed. v.1. Europa: Directorate for the Quality of
Medicines & HealthCare of the Council of Europe (EDQM), 2013, p. 1490-1491.

FACCI, J.; DINIZ, L. F.; REIS, N. F. A.; FERNANDES, C. Evolucdo da legislacédo e
das técnicas analiticas aplicadas a estudos de estabilidade de insumos e produtos
farmacéuticos. Quimica Nova, Belo Horizonte, v. 43, n. 7, p. 959-973, 10 jun. 2020.
Disponivel em: <https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-
40422020000700959&script=sci_abstract&ting=pt>. Acesso em: 21 fev. 2021.

FAROOQUI, T. Trace Amines and Their Potential Role in Primary Headaches. In:
FAROOQUI, T. (Ed), FAROOQUI, A. A (Ed). Trace Amines and Neurological
Disorders. Estados Unidos: Academic Press, 2016. p. 349-366.



52

FERNANDES, J. Adrenalina e Noradrenalina: as catecolaminas enddgenas e sua
acdo simpatica. [s. I.], 2020. Disponivel em: <https://blog.jaleko.com.br/adrenalina-e-
noradrenalina-as-catecolaminas-endogenas-e-sua-acao-simpatica/>. Acesso em: 21 mar.
2021.

FERRAZ, M. S. S. Estudo teorico da relacdo ensaios de degradacdo forcada e
estudo de estabilidade de fadrmacos e medicamentos. Monografia. Curso de pds
graduacdo em Tecnologias Industriais Farmacéuticas, Instituto de Tecnologia em
Farmacos — FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

FOGACA, J R. V. Adrenalina. [s. [I]. [21-]. Disponivel em:
<https://www.preparaenem.com/quimica/adrenalina.htm>. Acesso em: 21 mar. 2021.

GILMAN, A. G,, LIMBIRD, L. E., HARDMAN, J. Goodman & Gilman: As Bases
Farmacoldgicas da Terapéutica. 10. ed. Rio de Janeiro: McGraw-Hill, 2012. 1614 p.

GONCALVES, K. H. E. Estudos de degradacdo forcada de farmacos
fluoroquinolinicos assistida por irradiacdo micro-ondas. Dissertacdo (Mestrado).
Programa de pds graduagdo Stricto Sensu em Ciéncias Moleculares, Universidade
Estadual de Goiéas - UEG, Anapolis, Goias, 2014.

HOELLEIN, L., & HOLZGRABE, U.Ficts and facts of epinephrine and
norepinephrine stability in injectable solutions. International Journal of Pharmaceutics,
Wuerzburg, Alemanha, v.434, n.1-2, p. 468-480, 2012.

HOFFMAN, B. Adrenaline. USA: Harvard College; 2013.

HYFREN: Epinefrina. Cristal Mel Guerra e Silva. Minas Gerais: Hypofarma —
Instituto de Hypodermia e Farmécia Ltda, 2021. Bula de remedio.

ICH Q3A. International Conference on Harmonisation. Impurities in new drug
substances Q3A (R2). Current Step 4 version, out 2006. Disponivel em: <
p:/lwww.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q3A_R2/St
ep4/Q3A_R2__ Guideline.pdf>. Acesso em: 14 abr. 2021.

ICH Q3B. International Conference on Harmonisation. Impurities in New Products
Q3B(R2). Current Step 4 version, jun 2006. Disponivel em: <
http://www.ich.org/fileadmin/Public_ Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q3B_R2
/Step4/Q3B_R2__Guideline.pdf>. Acesso em: 14 abr. 2021.

ICH Q3C. International Conference on Harmonisation. Impurities: guideline for
residual solvents Q3C (R6) Current Step 4 version, out 2016. Disponivel em: <
https://database.ich.org/sites/default/files/Q3C-
R6_Guideline_ErrorCorrection_2019 0410_0.pdf >. Acesso em: 14 de abr 2021.

KEMIN. O processo de oxidacdo e a formacdo dos compostos relacionados a
rancidez. 2018. Disponivel em: https://www.kemin.com/sa/pt/blog/food/oxidative-
process. Acesso em: 7 jul. 2021.

LACHMAN, L.; LIEBERMEN, H. A. e KANIG, J. L. Teoria e Pratica na Industria
Farmacéutica. 1. ed. Lisboa: Fundacdo Galouste Guldenkian, 2001. vol 11. 1017 p.



53

LEITE, E. G. ESTABILIDADE: importante parametro para avaliar a qualidade,
seguranca e eficacia de fArmacos e medicamentos. Dissertacdo (Mestrado). Programa
de p6s graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul — UFRGS, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, 2005.

LEITE, F. Impurezas de degradagéo. Scientia chromatographica, Campinas, Sdo Paulo,
v.1,n.2, p. 63-72, 20009.

MACHADO, E. dos S. Analise Comparativa das metodologias para pesquisa e
controle de produtos de degradacdo em insumos farmacéuticos ativos e produtos
solidos orais de uma industria estatal farmacéutica de grande porte situada no Rio
de Janeiro. Monografia (Especializacdo). Curso de pés graduacdo em Tecnologias
Industriais Farmacéuticas, Instituto de Tecnologia em Farmacos — FIOCRUZ, Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

MAGALHAES. L. Adrenalina. [s. I]. Toda matéria. 2020. Disponivel em:
<https://www.todamateria.com.br/adrenalina/>. Acesso em: 21 mar. 2021

MATTOS, A. P. F. de L. Proposta de estudo de degradacdo forcada e
desenvolvimento de método indicativo de estabilidade para o insumo farmacéutico
ativo Praziquantel e produto acabado. Monografia. Curso de pds graduacdo em
Tecnologias Industriais Farmacéuticas, Instituto de Tecnologia em Farmacos —
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

MISSION: Harmonisation for Better Health. ICH. 2021. Disponivel em:
https://www.ich.org/page/mission. Acesso em: 07. jun. 2021.

MOREIRA, J. A. Degradacéo de farmacos — Reatividade e predicdo, 2020. 37 slides.

MULLER, C., BURGHARDT, G., WOLLMANN, H. The stability of norepinephrine
hydrogen tartrate, epinephrine hydrogen tartrate and isoprenaline sulfate. 29. The
stability of drugs and preparations. Pharmazie, Alemanha, v.43, n.5, p. 321-323, 1988.

NETO, J. L. de F. Avaliacdo da estabilidade e desenvolvimento de comprimidos
orodispersivies pediatricos a base de efavirenz. Tese (Doutorado). Programa de pds
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco — UFPE,
Recife, Pernambuco, 2018.

OLIVER G, SCHAFER E. The physiological effects of extracts of the suprarenal
capsules. J Physiol 1895; 18:230-276.

PAIVA, A. P. O fendbmeno da quiralidade — bases de estereoquimica. UNESP. 2006.
Disponivel em:
https://www.fcav.unesp.br/Home/departamentos/tecnologia/LUCIANAMARIASARAN
/o-fenomeno-da-quiralidade-artigo.pdf. Acesso em: 12. mai. 2021.

QUALITY Guidelines. ICH. 2021. Disponivel em: https://www.ich.org/page/quality-
guidelines. Acesso em: 07. jul. 2021.

RANG, H.P; DALE, M.M. Farmacologia Clinica. 8. Ed. Sdo Paulo: Elsevier, 2016.
1939 p.



54

ROBINSON, J.,, FERNANDO, R., SUN WAI, W. Y. S., & REYNOLDS, F. Chemical
stability of bupivacaine, lidocaine and epinephrine in pH-adjusted solutions.
Anaesthesia, Londres, Reino Unido, v. 55, n.9, p. 853-858, 2000.

SANTOS, V. L. P. Estabilidade e tempo de vida util de fArmacos e medicamentos.
Dissertagdo (Mestrado). Mestrado integrado em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Fernando Pessoa. Porto, Portugal, 2012.

SILVA K. E. R.; ALVES, L. D. S.; SOARES, M. F. R; PASSOS, R. C. S.; FARIA, A.
R.; ROLIM NETO, P. J.. Modelos de avaliacdo da estabilidade de farmacos e
medicamentos para a industria farmacéutica. Rev Ciénc Farm Basica Apl. Recife,
Pernambuco, v. 30, n.2, p. 1-8, 2009. Disponivel em: <http://files.bvs.br/upload/S/1808-
4532/2009/v30n2/a014.pdf>. Acesso em: 1 mar.2021.

SILVA, T. A. Obtencdo de SQC e validacdo de metodologia analitica para
doseamento do solvente residual tolueno em soros hiperimunes. Monografia. Curso
de Bacharel em Quimica Tecnoldgica, Centro Federal de Educagdo Tecnoldgica —
CEFET-MG, Belo Horizonte, Minas Gerais, 2019.

SIMERS. Quais o0s critérios para a aprovacdo de um medicamento?. 2016.
Disponivel —em:  <http://www.simers.org.br/noticia?name=quais-os-criterios-para-
aprovacao-de-um-novo-medicamento>. Acesso em: 22 fev.2021

SOUZA, J. N. Estudo de estabilidade: fatores que influenciam na estabilidade do
medicamento. Monografia. Curso de Pds-graduacdo em Tecnologia Industrial
Farmacéutica, Instituto de Tecnologia em Farmacos — Farmanguinhos, Rio de Janeiro,
2014.

SOLOMONS, T. W. G., FREUHLE, C. B. Quimica Organica, 7. ed, LTC — Livros
Técnicos e Cientificos Editora S.A., Rio de Janeiro, 2001, p. 679.

STEPENSKY, D., CHORNY, M., DABOUR, Z., & SCHUMACHER, I. Long-term
stability study of L-adrenaline injections: Kinetics of sulfonation and racemization
pathways of drug degradation. Journal of Pharmaceutical Sciences, Israel, v. 93, n.4, p.
969-980, 2004.

SZULCZEWSKI, D. H., & HONG, W. (1978). Epinephrine. Analytical Profiles of
Drug Substances, 193-229.

TEIXEIRA. I. A. Sabia que a adrenalina é considerada estimulante natural?.
ISaude. 2013. Disponivel em:
<https://www.isaude.com.br/noticias/detalhe/noticia/sabia-que-a-adrenalina-e-
considerada-um-estimulante-natural>. Acesso em: 21 mar.2021.

UNITED States Pharmacopeia - National Formulary. 43. ed. v. 38. Rockville, 2020. p.
1645-1648.

VALLE, T. S. do. Estudo de degradacdo forcada e desenvolvimento de método
indicativo de estabilidade para determinacdo de Benznidazol. Dissertacdo



55

(Mestrado). Programa de Pos-graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Federal de Minas Gerais - UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, 2019.

VARELLA, M. Adrenais (suprarrenais). [S. 1]. 21-? Disponivel em:
<https://drauziovarella.uol.com.br/corpo-humano/adrenais-suprarrenais/>. Acesso em:
21 mar. 2021.

WHO. World Health Organization. Anexx 5: Guidelines for registration of fixed-dose
combination medicinal products. WHO Technical Report Series, n. 929, 2005

YAMASHIMA, T. Jokichi Takamine (1854-1922), The Samurai Chemist, and His
Work on Adrenalin. Journal of Medical Biography, v.11, n.2, p. 95-102, 2003.

YOSHIOKA, S. & STELLA, V. J. Stability of Drugs and Dosage Forms. Nova York:
Kluwer Academic Publishers, 2002.



