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RESUMO

E crescente a preocupacio das agéncias regulatorias com a determinacéo de impurezas
nos produtos farmacéuticos. Estas podem ser originadas por diferentes processos, como
durante a sintese ou extracdo do principio ativo e durante o armazenamento, sendo
inevitavel a sua presenca em medicamentos. A qualificacdo e a avaliagdo de impurezas
sdo imprescindiveis para garantir que a seguranca e a eficacia dos medicamentos nao
sejam afetadas. Orgdos como o ICH, o FDA e a ANVISA definiram limites e requisitos
de pureza, reforcando a necessidade de identificacdo e qualificacdo. Metodologias
analiticas seletivas e sensiveis, como a cromatografia e a espectroscopia, s&o
amplamente utilizadas na determinacdo de impurezas, permitindo a separacao e a
elucidacdo estrutural dessas substancias. Apds a confirmacdo da substancia, ensaios
toxicologicos devem ser realizados para verificar qualquer atividade bioldgica
indesejada. Devido a importancia da seguranca e eficacia no tratamento medicamentoso,
este trabalho apresenta uma revisdo de aspectos relacionados as impurezas, sua
determinacdo e avaliacdo. Para tanto, realizou-se uma revisdo da literatura utilizando as
bases de dados Scopus, ScienceDirect, Pubmed, Springer e Web of Science. E evidente
0 crescimento das pesquisas na area, principalmente em paises como os Estados Unidos,
a China e a India. Os estudos realizados sobre impurezas farmacéuticas sdo essenciais
para o controle de qualidade dos produtos farmacéuticos e para a seguranca do paciente

em tratamento.

Palavras-chave: Impurezas farmacéuticas; determinacdo de impurezas; identificacdo de

impurezas; perfil de impurezas.



ABSTRACT

There is a growing concern of regulatory agencies with the determination of impurities
in pharmaceuticals. These can be caused by different processes, such as the synthesis
or extraction of the active ingredient and during storage, and their presence in
medicines is inevitable. The qualification and evaluation of impurities are essential to
ensure that the safety and efficacy of medicinal products are not affected. Entities such
as ICH, FDA and ANVISA defined limits and purity requirements, reinforcing the need
for identification and qualification. Selective and sensitive analytical methods, such as
chromatography and spectroscopy, are widely used in determination of impurities,
allowing the separation and structural elucidation of these substances. After confirming
the substance, toxicological tests should be performed to check for any unwanted
biological activity. Owing to the importance of safety and efficacy of drug treatment,
this work presents a review of aspects related to impurities, their determination and
evaluation. For this, we carried out a literature review using Scopus, ScienceDirect,
Pubmed, Web of Science and Springer databases. Cleary there is a growth of research
in the area, specially in countries as United States, China and India. Studies of
pharmaceutical impurities are essential for the quality control of pharmaceuticals and
to patient safety in treatment.

Keywords: Pharmaceutical impurities; determination of impurities; identification of

impurities; impurity profiling.
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1. INTRODUCAO

Uma impureza farmacéutica é definida como qualquer substancia presente no insumo
farmacéutico ou no produto acabado que ndo seja o insumo farmacéutico ativo e nem 0s
excipientes, afetando a pureza do produto (ANVISA). Essas substancias podem ser originadas
durante a sintese do farmaco, durante o processo de formulacdo, devido a interacbes que
ocorrem entre 0os componentes da formula e também durante o armazenamento (ROY, 2002).

A presenca de impurezas, mesmo em baixas concentracfes, pode levar a alteracdes na
eficacia do tratamento, na seguranca e na toxicidade dos medicamentos, representando um dos
fatores decisivos na qualidade do produto e na seguranca do consumidor. Durante o processo
de desenvolvimento de farmacos, bem como em produtos acabados, € necessario um
monitoramento para a determinacdo dessas substancias (BALASUBRAHMANYAM, 2012;
MISRA, 2011).

Aos poucos, 0s niveis admissiveis de impurezas estdo sendo adicionados as
farmacopéias, como na Farmacopeia Britanica (British Pharmacopoeia, BP) e na Farmacopeia
dos Estados Unidos (United States Pharmacopoeia, USP). Guias, especificacdes e
regulamentacfes também foram estabelecidas por agéncias regulatorias, como o European
Medicines Agency (EMEA), o Food and Drug Administration (FDA) e o International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH)
(ROY, 2002; TEGELI, 2011). De acordo com o ICH, o perfil de impurezas é definido como
“uma descricdo das impurezas identificadas e ndo identificadas presentes em um novo
farmaco”, enquanto a determina¢do de impurezas “sdo atividades de andlises destinadas a
deteccdo, identificacdo ou elucidacdo estrutural e determinacdo quantitativa de impurezas
organicas e inorganicas e solventes residuais de medicamentos” (ICH topico Q3A).

As impurezas inorganicas e solventes residuais sdo de facil identificacdo, possuem
efeitos fisioldgicos e toxicidade conhecidos e estdo presentes em quantidades limitadas. Porém,
as substancias organicas relacionadas tém um numero quase ilimitado e estruturas variadas,
cuja toxicidade ndo é conhecida e dificil predicdo. Logo, a seguranca de um medicamento ndo
depende apenas de propriedades toxicoldgicas e farmacoldgicas relacionadas ao farmaco, mas
também do perfil toxicoldgico e efeitos adversos devido as impurezas contidas no produto.
Especialmente quando o farmaco é preparado por sintese em multiplos passos, diversos fatores

influenciam a formacéo de impurezas, como a rota de reacédo, as condi¢des da sintese, a pureza
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do material de partida, armazenamento e os métodos de isolamento e purificacdo (GOROG,
2003; JAIN, 2013).

Representando um desafio para as industrias, o isolamento, a caracterizacdo de
impurezas e um rigoroso controle de qualidade surgem como requisitos obrigatorios para
estabelecer a seguranca bioldgica e a eficdcia dos medicamentos (MISRA, 2011; NAGPAL,
2011). Para isso, metodologias analiticas sdo desenvolvidas com o uso de técnicas de separacao
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CG) e
eletroforese capilar (EC) e técnicas espectroscopicas como a espectrometria de massas (EM),
infravermelho (1V) e ressonancia magnetica nuclear (RMN) (GOROG, 2003). Recentes
avancos nas tecnologias de separacdo melhoram a capacidade de separacéo, a reprodutibilidade
do método e aceleram a velocidade das analises de amostras (OLSEN, 2006). Nos Gltimos anos,
a avaliacdo do perfil de impurezas farmacéuticas, sua identificacdo, elucidacdo estrutural e
determinacdo quantitativa constituem uma das maiores preocupagdes no desenvolvimento de
farmacos e um dos mais importantes campos de pesquisa em anélises farmacéuticas (GOROG,
2008). Tendo em vista a relevancia do tema, a necessidade de atualizacao de dados e a reduzida
quantidade de publicacBes em nivel nacional, o presente trabalho teve como objetivo reunir
informagbes sobre impurezas farmacéuticas, suas diferentes fontes, classificagdes,

especificacOes, toxicidade e os diferentes métodos analiticos capazes de determina-las.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Este trabalho tem como objetivo revisar e investigar as técnicas analiticas e ensaios

toxicologicos utilizados na determinacdo de impurezas farmacéuticas.
2.2 Especificos

e Comentar sobre impurezas farmacéuticas, suas fontes e classificagoes.

e Apresentar as metodologias analiticas mais aplicadas para a determinagdo de impurezas,
suas vantagens e desvantagens.

e Demonstrar a crescente importancia do desenvolvimento de metodologias analiticas
pela avaliacdo de indicadores e dados de publicagdes.

e Exemplificar ensaios e testes que podem ser utilizados para a avaliacdo toxicolégica de

impurezas farmacéuticas.
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3. METODOLOGIA

Para o desenvolvimento desta revisdo da literatura, foram pesquisadas as palavras:
“drug impurities”, “impurity profiling”, “pharmaceutical analysis”, ‘“pharmaceutical
impurities”, “drug quality control”, “drug analysis” e “impurities in active pharmaceutical
ingredients” nas bases de dados: Scopus, ScienceDirect, Pubmed, Springer e Web of Science.
Artigos cientificos, artigos de revisao e capitulos de livros foram selecionados por relevancia,
com preferéncia para aqueles com maior numero de citagdes e por ano, priorizando 0s mais
recentes. As informacdes foram analisadas, selecionadas e utilizadas na construcao da reviséo.
Para o levantamento de indicadores de dados relacionados as publica¢fes nessa area, utilizou-
se a base de dados Scopus, onde foi pesquisada a palavra-chave “drug impurities” ¢ a partir da

analise dos resultados encontrados foram gerados os graficos apresentados neste trabalho.
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4. REVISAO DA LITERATURA
4.1 Fontes de impurezas farmacéuticas

As impurezas farmacéuticas podem ser originadas a partir de diferentes fontes, como as
matérias-primas envolvidas, as etapas da sintese do farmaco e o processo de formulagéo. Estas
podem estar relacionadas com a estereoquimica da molécula, com os grupos funcionais, com a
capacidade de cristalizacdo, com a ocorréncia de interagdes entre a substancia ativa e 0s
excipientes da formulacdo, bem como podem ser geradas devido as condi¢cdes ambientes e 0
tempo de armazenamento (ASHU, 2012; NAGPAL, 2011; RAMA RAO, 2010). A maior fonte
de impurezas é o processo de sintese, onde intermediarios e subprodutos sdo formados nas
reacOes e carreados com o farmaco para o produto farmacéutico. (AHUJA, 2001).

E possivel predizer algumas impurezas que podem estar presentes em uma substancia,
mas para isso deve-se primeiramente conhecer as matérias-primas utilizadas, o processo de
fabricacdo e a estabilidade dos componentes da formulagdo. Distintas rotas de sintese geram
diferentes intermediarios, por isso estudos devem ser realizados de modo a minimizar a sintese
de impurezas ou prover etapas adicionais de purificacdo. Contudo, as impurezas também podem
surgir devido ao armazenamento inadequado e contaminacéo fisica, sendo relacionadas com a
forma farmacéutica. Por exemplo, as solucfes e suspensdes sao mais propensas a degradacao
devido a hidrélise e reagGes quimicas com solventes, diferentemente de cépsulas e
comprimidos, nos quais essas reacfes ocorrem apenas quando a agua ou outro solvente foi
utilizado em alguma etapa da producdo. A agua contribui com suas proprias impurezas e
seguidamente tem a capacidade de favorecer reacdes de hidrolise e catalise metalicas. As
substancias que sdo sensiveis a luz e a oxidacdo podem sofrer degradacao caso as condigdes de
armazenamento e outras precaucdes ndo sejam seguidas (AHUJA, 2006; GOEL, 2007).

As matérias-primas e 0s intermediarios sdo as impurezas mais comumente encontradas
em produtos farmacéuticos. Apesar do contato com solventes, é possivel encontrar matérias-
primas que ndo reagiram presentes no produto final, além de impurezas contidas nas matérias-
primas. Portanto, para aumentar a qualidade do produto farmacéutico, agdes como a selecao, o
armazenamento, 0 manuseio e 0 controle dessas substadncias devem ser realizados
adequadamente (BALASUBRAHMANYAM, 2012; PRABU, 2010).

As impurezas originadas na sintese representam um problema desafiador para a quimica
analitica, principalmente quando ndo séo faceis de prever, pois dificultam o desenvolvimento

da metodologia. Apenas um cuidado extremo em cada etapa do processo pode evitar que essas
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sejam encontradas nos medicamentos (AHUJA, 2007). Durante a sintese de uma molécula
podem ser gerados intermediarios, subprodutos, produtos de transformacdo, produtos de
interacdo e produtos relacionados. Os intermediarios sdo 0os compostos gerados em cada etapa
reacional da sintese, sendo que podem néo reagir completamente na etapa subsequente. Os
subprodutos sdo substancias ndo planejadas, gerados juntos com o produto final da sintese,
como por exemplo na sintese do paracetamol a partir do intermediario p-aminofenol € possivel
a formacédo de paracetamol diacetilado como um subproduto (ALSANTE, 2007; AYRE, 2011).
Os produtos de transformacdo podem ser preditos ou ndo, pois sdo originados pela
transformacédo de um intermediario ou subproduto. Os produtos de intera¢do sdo formados pela
reacdo entre dois ou mais intermediarios e podem ser gerados intencionalmente. Os produtos
relacionados possuem semelhanca na estrutura quimica com o farmaco, contudo essa
semelhanca ndo garante uma atividade bioldgica similar. Outras impurezas relacionadas ao
processo de producdo sdo os reagentes e catalisadores utilizados nas reacGes de sintese organica
(ASHU, 2012; BALASUBRAHMANYAM, 2012; BARI, 2007; PRABU, 2010; RAMA RAO,
2010).

Os ativos farmacéuticos sdo moléculas complexas com diversos grupos funcionais que
podem sofrer reacbes multiplas, simultaneas ou em sequéncia. A estabilidade de moléculas
organicas como os farmacos segue muitas regras dos mecanismos classicos de reacdo da
quimica organica, onde cada principio governa uma Unica transformacdo. Deste modo, a
degradacédo de farmacos é uma area complexa e os estudos de previsdo de produtos oriundos
deste processo ainda estdo no inicio (ALSANTE, 2013). Os chamados produtos de degradacéo
sdo compostos gerados durante a degradacdo ou decomposicdo, causada por fatores externos,
como luz e calor e também pelo envelhecimento e armazenamento da formulacdo (AHUJA,
2007). Os produtos de degradacdo hipotéticos podem ser previstos com simulacdo
computacional ou em pesquisas na literatura. Os produtos de degradacdo potenciais sdo
observados em testes de degradacao forcada e os produtos de degradacéo reais sdo formados
em tempo real ou em estudos de estabilidade acelerada. A degradacéo forcada é uma ferramenta
muito atil para a determinagdo do perfil de impurezas de um produto farmacéutico, provendo
melhores predi¢cGes em relacdo as simulagdes computacionais (ALSANTE, 2013). Esses
estudos fornecem dados que auxiliam na identificacdo dos degradados, na elaboragéo da rota
de degradacdo e nos estudos de estabilidade intrinseca da molécula, alem de possibilitar o
desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade (JAIN, 2013). Condigdes de estresse

como exposicdo a altas temperaturas, fotoirradiagdo, oxidacdo, hidrdlise &cida e alcalina
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fornecem quase todos os produtos de degradacdo, porém ainda ha um namero significativo de
substancias ndo preditas. Ndo ha um protocolo Unico e eficiente para a realizacdo dos testes,
visto que a degradacdo depende da susceptibilidade do farmaco, todavia algumas condicdes
iniciais sdo aceitas e geralmente testadas, como a hidrdlise acida e alcalina (ALSANTE, 2013;
MAGGIO, 2014). Frequentemente os produtos de degradacdo resultam de reacGes entre o
insumo farmacéutico ativo com impurezas reativas de excipientes usados na formulacéo, sendo
que muitas envolvem hidrolise, oxidagdo ou outras reacdes especificas. Mesmo em tracos, as
impurezas reativas em excipientes também influenciam na seguranca e na eficacia do
medicamento, principalmente quando um farmaco é muito potente e usado em baixa dose,
aumentando a razdo excipiente/farmaco (WU, 2011). Algumas das impurezas reativas mais
comuns sdo aldeidos e acUcares redutores, perdxidos, nitratos, nitritos, metais e solventes, que
podem ser introduzidas durante o processo de producdo de excipientes ou geradas durante o
armazenamento ou uso (ALSANTE, 2013; BLESSY, 2013).

Tendo em vista que a maioria dos farmacos possui centros quirais, e geralmente um dos
isbmeros é o real responsavel pela atividade, enquanto que sua antipoda é uma impureza quiral,
a estereoquimica da molécula também deve ser estudada. Impurezas relacionadas com a
estereoquimica apresentam estrutura quimica similar ao ativo farmacéutico, porém com outra
orientacdo espacial. Uma determinada forma enantiomérica pode apresentar diferengas na
eficacia farmacoldgica, no indice terapéutico e no perfil de reacBes adversas. O isdmero Optico
indesejado é considerado uma impureza quiral do produto farmacéutico (ROY, 2002;
NAGPAL, 2011). O estereoisomerismo pode acontecer em moléculas com alguma dessas
caracteristicas: um ou mais centros quirais; estrutura terciaria em forma de hélice, como
acontece com algumas proteinas; assimetria topoldgica; quiralidade planar; quiralidade axial e
quiralidade torcional. O numero de isdmeros aumenta com o ndmero de centros quirais na
molécula e todos os centros quirais devem ser identificados e a razdo entre os estereoisdbmeros
devem ser definidas. (AHUJA, 2001). Farmacos que contém apenas um centro quiral ou mais
sdo preferencialmente desenvolvidos como apenas um enantidbmero ou isémero ao invés de
racematos ou misturas de diasteroisdbmeros. Estudos pré-clinicos de cada enantidmero ou do
racemato sdo realizados para que seja possivel a escolha do isdmero mais adequado. Devem ser
determinados limites e especificagbes para o controle da pureza enantiomeérica ou
estereoquimica, de acordo com os testes toxicoldgicos e a experiéncia clinica (ARGENTINE,
2007). Um dos parametros que podem ser avaliados é o excesso enantiomérico (ee), que € uma

medida de pureza utilizada para compostos quirais e reflete o grau em que uma amostra contém
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um enantibmero em maior quantidade em relagéo ao outro. Assim, uma mistura racémica tem
um ee de 0% e um enantiémero puro tem um ee de 100% (IUPAC). Os métodos analiticos para
a determinacdo dessas impurezas exigem uma metodologia modificada, que seja capaz de
discrimina-las, visto que enantidmeros possuem propriedades fisico-quimicas idénticas
(ARGENTINE, 2007; ZANITTI, 2010).

Outro fator que contribui na geracdo de impurezas € a cristalizagdo, que pode causar
diferentes efeitos nas propriedades de estado solido de um produto farmacéutico. E possivel
que um farmaco cristalino possua mais de um polimorfo, que diferem entre si nas suas
propriedades fisicas, como solubilidade, forma de cristal, densidade, ponto de fuséo, presséo de
vapor e propriedades oticas e elétricas, além de influenciar o comportamento do fa&rmaco no
organismo. Os grupos funcionais das moléculas podem ser responsaveis pela degradacdo de
uma entidade quimica ou também podem sofrer algumas reacdes que geram produtos de
degradacdo. Por exemplo, farmacos que contém um grupamento éster sdo susceptiveis a
hidrdlise, principalmente os que apresentam forma de dosagem liquida. A natureza da estrutura
do cristal também pode influenciar outras propriedades como a condutividade, a dureza e a cor
do cristal, a difusividade, a razdo de dissolucdo, a entalpia de transi¢do, a capacidade calorifera,
a higroscopicidade, o calor latente ou de fusdo, as propriedades de sublimacéo ou fuséo, o
diagrama de fases, as taxas de reacdo, o indice de refracdo, a tensdo superficial, a viscosidade e
o volume (AHUJA, 2006; NAGPAL, 2011; BALASUBRAHMANYAM, 2012).

Mais um item preponderante é a presenca de solventes nos insumos e produtos
farmacéuticos. A agua, por ser o solvente mais encontrado em produtos farmacéuticos, muitas
vezes ndo é considerada uma impureza, entretanto a agua proveniente do ambiente pode afetar
a estabilidade dos produtos, causando reacdes de hidrélise de grupos susceptiveis. Até mesmo
em formulagcGes ndo aquosas, a dgua pode estar presente em quantidade suficiente para levar a
degradacdo do farmaco. Os outros solventes, chamados de impurezas organicas volateis,
geralmente sdo determinados por métodos especificados em compéndios, e sua concentracao
deve ser controlada seguindo as especificacBes das guias. Essas substancias sdo indesejaveis
devido a sua capacidade de modificar propriedades e caracteristicas fisico-quimicas de alguns
compostos, como a cristalinidade, que pode acabar afetando as propriedades de dissolugéo, o
odor e a cor de produtos farmacéuticos, além de prejudicar a saide humana (AHUJA, 2001;
RAMA RAO, 2010). Em geral, as exigéncias de qualidade e pureza para a producdo de
solventes e outras matérias-primas s&o muito menores do que para a produgdo de um farmaco,

por isso esses componentes podem conter desde vestigios a quantidades significativas de
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impurezas, que podem reagir com outros produtos quimicos utilizados e por sua vez, afetar a
pureza do farmaco (AHUJA, 2006; BARI, 2007).

A garantia e o controle de qualidade de insumos farmacéuticos ativos e excipientes sao
questdes muito importantes no @mbito das analises farmacéuticas e o objetivo € prevenir danos

e prejuizos ao paciente e a terapia medicamentosa (MAGGIO, 2011).

4.2 Classificacdo de impurezas

A classificacdo das impurezas esta destacada em especificacdes nas guias normativas,
disponibilizadas por diferentes agéncias regulatérias como o FDA (Food and Drug
Administration, EUA), o ICH (The International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) e 0 EMEA (European Medicines Agency).
As impurezas podem estar presentes no farmaco, nos excipientes ou no produto acabado. De
acordo com o ICH, 2006, as impurezas séo classificadas nas seguintes categorias:

* impurezas organicas (processamento e farmaco-relacionada);

* impurezas inorgénicas (reagentes, ligantes e catalisadores);

* solventes residuais (solventes volateis).

As impurezas organicas podem surgir durante o processo de sintese e/ou de
armazenamento da substancia e incluem matérias-primas, subprodutos, intermediarios,
produtos de degradacdo, reagentes e catalisadores. Uma avaliacdo cientifica das reacdes
guimicas envolvidas na sintese contribui para determinar o perfil de impurezas de um farmaco,
visto que € possivel definir as substancias esperadas com base nas rea¢des quimicas e condi¢des
de sintese.

As impurezas inorganicas podem resultar do processo de producdo, sdo normalmente
conhecidas e identificadas e incluem reagentes, catalisadores, metais pesados ou outros metais
residuais, sais inorganicos e outros materiais, como por exemplo, auxiliares de filtracdo e carvao
vegetal. Podem ser detectadas e quantificadas por métodos farmacopéicos, como analises
potenciométricas ou outros métodos adequados, como a espectrometria de absorcéo atbmica
com chama (Flame Atomic Absorption Spectrometry, FAAS) e a espectrometria de absorgédo
atdbmica em forno de grafite (Direct Current Plasma Optical Emission Spectrometry, DSS-GF
AAS).

Os solventes residuais s@o liquidos organicos ou inorganicos utilizados como veiculos

para a preparagdo de solucGes ou suspensdes e geralmente possuem toxicidade conhecida,
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possibilitando o uso de controles adequados. A diretriz recomenda a utilizacdo de solventes

menos toxicos e descreve niveis considerados toxicologicamente aceitiveis para alguns

solventes residuais. Os solventes ndo sdo completamente removidos e a selecdo apropriada é

importante para a sintese, pois determina caracteristicas como a forma do cristal, a pureza e a

solubilidade. Uma avaliacdo do possivel risco para a saude humana foi realizada para os

solventes mais comumente utilizados, permitindo a classificagdo em quatro classes:

Classe 1: solventes a serem evitados. S&o conhecidos como carcinogénicos em humanos
ou fortemente suspeitos de serem carcinogénicos em humanos e perigosos para 0 meio
ambiente.
Classe 2: solventes a serem limitados. Sdo carcinogénicos em animais, mas néo
genotoxicos. Podem causar outra toxicidade irreversivel, como neurotoxicidade ou
teratogenicidade e também outras toxicidades significativas, porém reversiveis.
Classe 3: solventes com baixo potencial tdxico. Possuem baixo potencial toxico para o
homem, sem necessidade de limites de exposicdo. O valor de exposi¢do diaria permitido
é de 50 mg ou mais.
Classe 4: solventes que ndo possuem informacdes sobre avaliacdo toxicoldgica.

Por outro lado, a Farmacopéia dos Estados Unidos (United States Pharmacopoeia,

USP) classifica as impurezas em trés secdes:

1.

Impurezas organicas: podem surgir durante o processo de fabricacdo e ou de
armazenamento do farmaco. Podem ser identificadas ou ndo identificadas, volateis ou
ndo volateis, e podem incluir matérias-primas, subprodutos, intermediarios, produtos de
degradacdo, reagentes, ligantes, catalisadores e solventes residuais.

Impurezas inorganicas: podem resultar do processo de fabricacdo, geralmente séo
conhecidas e identificadas e podem incluir reagentes, ligantes, catalisadores, metais
pesados ou outros metais residuais, sais inorganicos ou outros materiais como auxiliares
de filtracdo e carvao vegetal.

Impurezas organicas volateis: solventes residuais, definidos como produtos quimicos
organicos volateis que sdo usados ou gerados na producdo de farmacos ou excipientes
ou na preparac¢ao do medicamento (USP 37, Residual Solvents; VENKATESAN, 2014).
A agéncia Food and Drug Administration (FDA, EUA), disponibiliza uma guia

“Guidance for Industry ANDAs: Impurities in Drug Substances”, onde fornece informacdes a

respeito da notificacdo, identificacdo e qualificacdo de impurezas produzidas por sintese

quimica, alem de orientar o estabelecimento de critérios de aceitagdo para impurezas em
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substancias medicamentosas. Neste guia € recomendado que nas especificacdes do farmaco seja
incluida uma lista com as impurezas, que devem ser classificadas em impurezas organicas,

solventes residuais ou impurezas inorganicas, da mesma forma que o ICH orienta.
4.3 Especificacles para impurezas

A necessidade de monitoramento e controle de impurezas farmacéuticas esta baseada
em razdes eticas e econdmicas bem como em questdes de seguranga e eficacia. O ICH uniu
esforcos de agéncias regulatorias e representantes industriais de diversos paises como na Unido
Europeia, Japdo e Estados Unidos para que diferentes regides tenham 0s mesmos requisitos
(VENKATESAN, 2014). As impurezas sdo controladas principalmente no &mbito das diretrizes
do ICH, FDA e EMEA e estdo apresentadas na tabela 1.

23



Tabela 1: Principais diretrizes de qualidade para impurezas disponibilizadas pelo ICH, FDA e

EMEA.
Diretriz Agéncia/ano

Q3A — Impurities in New Drug Substances ICH

Aborda aspectos quimicos e de seguranga de impurezas definindo os limites 2006

para reporte, identificacdo e qualificagéo.

Q3B - Impurities in New Drug Products ICH

Fornece aconselhamento a respeito das impurezas em produtos que contenham 2006

substancias quimicas medicamentosas novas. Trata de produtos de degradacéo

da substéncia ativa ou resultantes da interagéo entre o farmaco e excipientes ou

componentes do material de embalagem primarios.

Q3C — Impurities: Guideline for Residual Solvents ICH

Recomenda o uso de solventes menos toxicos na producgdo de farmacos e define 2011

limites para solventes residuais ou impurezas organicas volateis nos produtos

farmacéuticos.

Q3D — Guideline for Elemental Impurities ICH

Fornece uma politica global para limitar impurezas metalicas qualitativa e 2014

guantitativamente em medicamentos e insumos.

ANDAS: Impurities in Drug Substances FDA

Orienta a respeito das informacGes sobre a quimica, produgdo e controle na 2010

notificacdo, identificacdo e qualificagdo de impurezas em farmacos. Também

fornece recomendagOes para o estabelecimento de critérios de aceitacdo de

impurezas em substancias medicamentosas.

Genotoxic and Carcinogenic Impurities in Drug Substances and Products FDA

Disponibiliza recomendagdes em como avaliar a seguranga de impurezas 2008

genotoxicas e carcinogénicas durante o desenvolvimento clinico e também

fornece indicagdes de limites de exposicao para essas impurezas.

Guideline on the Limits of Genotoxic Impurities EMEA

Descreve de forma geral como proceder com impurezas genotoxicas em novos 2006

farmacos.

Guideline on the Specification Limits for Residues of Metal Catalysts or EMEA

Reagents 2008

Guideline for Residual Solvents EMEA
2015
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De acordo com as guias do ICH, devem ser inclusas especificag0es para cada impureza
ou produto de degradacéo identificado e ndo identificado (abaixo do limite de identificacdo) e
também o total de impurezas e produtos de degradacdo. Os limites para a notificacdo e o
controle das impurezas sao propostos com base na dose maxima diaria do insumo farmacéutico
ativo presente no produto. Na tabela 2 sdo apresentados os limites de notificacdo, de
identificacdo e de qualificagdo. O limite de notificacdo é o limite maximo no qual uma impureza
ndo precisa ser reportada; o limite de identificacdo € o limite maximo no qual uma impureza
ndo necessita ser identificada estruturalmente; o limite de qualificacdo € o limite maximo no
qual uma impureza nédo necessita de qualificagéo.

Qualquer impureza encontrada acima da quantidade do limite de notificacdo bem como
as impurezas totais encontradas devem ser relatadas por procedimentos analiticos adequados.
As impurezas totais representam a soma de todas as impurezas em concentra¢do maior do que

a especificada no limite de notificagdo. (ICH, Quality guideline Q3A, 2006).

Tabela 2: Limites de notificacdo, identificacdo e qualificacdo de impurezas no farmaco,
conforme o ICH, 2006.

Dose maxima Limite de Limite de Limite de
diaria notificacao identificacdo gualificacao
<2g/dia 0,05% 0,10% ou 1,0 mg 0,15% ou 1,0 mg
por dia por dia

(o que for menor) (o que for menor)
> 2g/dia 0,03% 0,05% 0,05%

De acordo com os limites estabelecidos, no estudo de um farmaco que apresenta dose
maxima diaria igual a 100 mg, por exemplo, deve-se notificar a presenca de qualquer impureza
em quantidade superior a 0,05 mg, deve identificar essa substancia caso a quantidade seja maior
que 0,10 mg ou 1,0 mg por dia e qualificar a partir de 0,15 mg ou 1,0 mg por dia.

Outros limites de notificacdo, identificacdo e qualificacdo sdo estabelecidos para
impurezas na forma de produtos de degradacdo, apresentados na tabela 3. Neste caso, se um
farmaco que apresenta dose didria maxima de 350 mg, por exemplo, apresentar produtos de
degradacdo em quantidade superior a 0,35 mg, estes devem ser notificados, e se superiores a

0,7 mg devem ser identificados e qualificados.
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No Brasil, a Anvisa publicou em 2013 a RDC 58 que estabelece pardmetros para a
verificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos, para a notificacdo, identificacéo e
qualificacdo desses produtos e para a elaboracdo do perfil de degradacdo. Esta resolucdo é
valida para substancias ativas sintéticas e semissintéticas novas, genéricas e similares, também
para renovacdes de registro de alteragdes pos-registro. Os limites sdo 0os mesmos estabelecidos
pelo ICH.

Tabela 3: Limites de notificacéo, identificacdo e qualificagdo de produtos de degradagdo em
novos medicamentos, ICH, 2006.
Limites de notificacéo

Dose maxima diarial Limites?
<lg 0,1%
>1g 0,05%
Limites de identificacdo
Dose maxima diaria Limites
<1lmg 1,0% ou 5 pug ITD, o que for menor
1 mg-10 mg 0,5% ou 20 pg ITD, o que for menor
>10mg-2g¢g 0,2% ou 2 mg ITD, o que for menor
>24 0,10%
Limites de qualificagdo
Dose méxima diaria Limites
<10 mg 1,0% ou 50 pg ITD, o que for menor
10 mg - 100 mg 0,5% ou 200 pg ITD, o que for menor
>100mg-2g 0,2% ou 3 mg ITD, o que for menor
> 2g 0,15%

! Quantidade méaxima do insumo farmacéutico ativo administrado por dia.
2 Os limites dos produtos de degradacio s3o expressos como a percentagem do insumo
farmacéutico ativo ou como a ingestéo total diaria (ITD) de um produto de degradacéo.
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4.3.1 Solventes Residuais

As orientacdes da guia Q3C do ICH e a 467 da USP 37 sdo especificas para solventes
residuais em insumos farmacéuticos e medicamentos. A recomendacdo prioriza 0 uso de
solventes menos toxicos e descreve 0s niveis que podem ser aceitos toxicologicamente. A
tabela 4 apresenta os limites dos solventes da classe 1, que ndo deveriam ser utilizados para a
producdo de farmacos, excipientes ou medicamentos pois possuem efeitos toxicos ou séo
prejudiciais ao meio ambiente. Porém, se o uso dos solventes dessa classe € inevitavel na sintese
de um farmaco promissor para alguma doenca com poucas alternativas terapéuticas, o uso pode

ser justificado e os niveis devem estar de acordo com o especificado.

Tabela 4: Limites para solventes da classe 1 em produtos farmacéuticos, conforme o ICH, 2011.

Solvente Concentracéo limite Motivo
(ppm)
Benzeno 2 Carcinogénico
Tetracloreto de carbono 4 Toxico e perigoso para o
ambiente
1,2-dicloroetano 5 Toxico
1,1-dicloroeteno 8 Toxico
1,1,1-tricloroetano 1500 Perigoso para 0 ambiente

Os solventes da classe 2 sdo os que devem ser limitados devido a sua toxicidade
intrinseca, como por exemplo a acetonitrila, hexano e metanol. Os limites para esta classe sdo

mostrados na tabela 5.
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Tabela 5: Limites de exposicdo diaria e concentracdo para solventes da classe 2 em produtos

farmacéuticos, conforme o ICH, 2011.

Solvente Exposicdo didria permitida  Concentracao limite (ppm)
(mg/dia)
Acetonitrila 41 410
Clorobenzeno 3,6 360
Cloroférmio 0,6 60
Cumeno 0,7 70
Ciclohexano 38 3880
1,2-dicloroeteno 18,7 1870
Diclorometano 6,0 600
1,2-Dimetoxietano 1,0 100
N,N-Dimetilacetamida 10,9 1090
N,N-Dimetilformamida 8,8 880
1,4-Dioxano 3,8 380
2-Etoxietanol 1,6 160
Etilenoglicol 6,2 620
Formamida 2,2 220
Hexano 2,9 290
Metanol 30,0 3000
2-Metoxietanol 0,5 50
Metilbutilcetona 0,5 50
Metilciclohexano 11,8 1180
N-Metilpirrolidona 53 530
Nitrometano 0,5 50
Piridina 2,0 200
Sulfolano 1,6 160
Tetrahidrofurano 7,2 720
Tetralina 1,0 100
Tolueno 8,9 890
1,1,2-Tricloroeteno 0,8 80
Xileno* 21,7 2170

* 0 xileno geralmente é composto por 60% m-xileno, 14% p-xileno, 9% o-xileno com 17% de

etilbenzeno.
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Os solventes da classe 3, indicados na lista abaixo, sd0 0s que apresentam menor

toxicidade e menor risco de causar danos a satde humana. Nenhum deles é conhecido como

perigoso para a saude nos niveis em que sdo normalmente encontrados nos medicamentos,

porém, esses dados se referem a estudos de curto prazo, sendo que muitos solventes desta classe

ndo possuem estudos de toxicidade e carcinogenicidade a longo prazo.

Solventes da classe 3:
1. Acido acético
Acetona
Anisol

1-Butanol

2.

3.

4.

5. 2-Butanol
6. Butil acetato

7. terc-Butilmetil éter
8. Dimetilsulféxido
9. Etanol

10. Etil acetato

11. Etil éter

12. Etil formato

13. Acido formico

14. Heptano

15. Isobutil acetato
16. Isopropil acetato
17. Metil acetato

18. 3-Metil-1-putanol
19. Metiletil cetona
20. Metilisobutil cetona
21. 2-Metil-1-propanol
22. Pentano

23. 1-Pentanol

24. 1-Propanol

25. 2-Propanol

26. Propil acetato

Os solventes pertencentes a classe 4 ndo possuem estudos toxicoldgicos suficientes e

caso sejam encontrados niveis residuais de algum deles em produtos farmacéuticos, devem ser

justificados. Esses solventes estdo listados abaixo.

Solventes da classe 4:
1. 1,1-Dietoxipropano
2. 1,1-Dimetoximetano
3. 2,2-Dimetoxipropano
4. Isooctano

5. Isopropil eter

6. Metilisopropil cetona
7. Metiiltetrahidrofurano
8. Eter de petréleo

9. Acido tricloroacético

10. Acido trifluoroacético
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Na maioria das vezes 0s métodos utilizados para a determinagéo de solventes residuais
sdo baseados em técnicas cromatograficas como a cromatografia gasosa, mas também podem
ser utilizados outros métodos descritos em farmacopéias caso sejam viaveis e ainda é possivel
utilizar métodos alternativos, ndo farmacopéicos, desde que apropriados e validados (ICH,
2011).

4.3.2 Impurezas Enantiomericas

Os farmacos sintéticos muitas vezes sdo comercializados na forma de racematos devido
a dificuldade em realizar sinteses assimétricas ou enantiosseletivas ou pela resolugédo
incompleta dos enantibmeros do racemato. Enquanto um isémero pode apresentar o efeito
terapéutico desejado, seu antipodo pode ser inativo, causar efeitos farmacoldgicos distintos, ou
até mesmo causar efeitos adversos indesejados, como por exemplo o caso da talidomida. A
atividade terapéutica sedativa da talidomida era devida ao enantibmero R-(+) e apenas depois
de muitos recém-nascidos nascerem com malformacGes que se descobriu que o enantibmero S-
(+) erateratogénico. Nas diretrizes do ICH ndo ha nenhuma orientacéo a respeito das impurezas
enantioméricas, mas algumas farmacopéias como a Farmacopéia Britanica, as consideram
COMO impurezas comuns.

De acordo com 0 EMEA, quando um farmaco € predominantemente um enantiémero,
pode ser extremamente dificil quantificar o outro enantibmero, e por isso este ndo é qualificado
e identificado de acordo com os limites dados pelas guias do ICH. Porém, a recomendacao
lancada por esta agéncia € que as impurezas enantioméricas sejam tratadas de acordo com 0s
principios estabelecidos nas guias do ICH da mesma forma que as outras impurezas. Sendo
assim, para farmacos quirais que sao desenvolvidos como um Unico enantibmero, o controle do
antipodo deve ser considerado, no entanto, as limitacfes técnicas podem dificultar a aplicacdo
dos mesmos limites de quantificacdo e qualificacdo. Ademais, deveria conter na especificacdo
do farmaco uma determinacdo enantiosseletiva, realizada por método apropriado ou
combinacdo de métodos capazes de controlar a impureza enantiomérica. Assim, o teste de
identificacdo de um farmaco desenvolvido como um uUnico enantibmero também deveria
permitir a distingdo dos dois enantidmeros e a respectiva mistura racémica. Deve-se, também,
realizar o controle de outros enantibmeros que podem ser formados como produtos de
degradacdo, a menos que a racemizacdo seja insignificante durante a producdo ou
armazenamento do produto. Nos casos em que a racemizacéo € insignificante, um teste aquiral

pode ser suficiente, porém quando é necessario controlar a presenca do enantibmero oposto,
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deve ser usada uma analise quiral ou uma combinacao de um teste aquiral e um método validado

para controlar a presenca do outro enantidmero (EMEA, 2006).
4.3.3 Impurezas Elementares

As impurezas elementares podem surgir de residuos de reacdes de catalises que sdo
comumente utilizadas em sintese, também podem surgir a partir de interagdes com os materiais
que entram em contato com 0s excipientes ou com o produto, podem ser incluidas através da
agua e do sistema de fechamento de containers. Algumas medidas podem ser tomadas para
diminuir o risco de contaminacdo por essas impurezas, como por exemplo, basear-se em
requisitos farmacopéicos de pureza da agua e durante todo o processo seguir as boas praticas.

Para avaliar a seguranca de impurezas elementares € calculado o valor de exposicdo
diaria permitida para cada impureza (Permitted Daily Exposure — PDE). Os valores de PDESs
sdo estabelecidos para vias de administracdo oral, parenteral e inalatoria, e para determinar
esses valores alguns fatores sdo considerados na avaliagdo de risco, como o estado de oxidagéo
suscetivel do elemento, a exposicdo humana e dados de seguranca, estudos animais mais
relevantes e a via de administracdo. A avaliacdo de risco geralmente é realizada a partir da
identificacdo de fontes conhecidas e potenciais de cada impureza elementar, pela determinacéo
do nivel de uma impureza elementar presente em particular e pela identificacdo da necessidade
de controles adicionais. Ferramentas que auxiliam na avaliacdo de riscos estdo descritas nas
guias Q8 e Q9 do ICH.

Os elementos sdo divididos em trés classes de acordo com a sua toxicidade e a
probabilidade de ocorréncia no medicamento, conforme a guia Q3D do ICH, 2014:

e Classe 1: Elementos tdxicos para humanos que sdo limitados ou ndo usados em produtos
farmacéuticos: As, Cd, Hg e Pb. Esses elementos requerem uma avalia¢ao de risco.

e Classe 2: Elementos considerados como tdxicos para os humanos dependendo da via de
administracdo. Sao divididos em subclasses 2A e 2B.

2A: Co, Ni e V. Possuem relativamente alta probabilidade de ocorrerem em

medicamentos e exigem avaliagdo de risco em todas as fontes potenciais de impurezas

elementares e vias de administracéo.

2B: Ag, Au, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Se e Tl. S&o elementos que possuem uma

probabilidade reduzida de serem encontrados em produtos farmacéuticos devido a sua

baixa abundancia e baixo potencial de serem co-isolados com outros componentes.
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Podem ser excluidos da avaliacdo de risco a menos que sejam intencionalmente
adicionados durante a producao do farmaco, dos excipientes ou durante a formulagéo.
Classe 3: Apresentam relativa baixa toxicidade por administracdo oral (alto limite de
exposicao diéria, geralmente maior que 500 pg/dia) e ndo é necessario realizar uma
avaliacdo de risco para via, a ndo ser que sejam adicionados propositalmente. Poréem
pode ser necessario considerar uma avaliagdo de risco por inalacdo e administracao
parenteral, a menos que o limite de exposicdo diaria especifico permitido pela via seja
acima de 500 pg/dia. Caso ndo sejam adicionados intencionalmente em formas
farmacéuticas de administracéo oral, é dispensavel realizar uma avaliacdo de riscos. Os
elementos séo: Ba, Cr, Cu, Li, Mo, Sb e Sn.

Outros elementos: Algumas impurezas elementares ndo possuem PDE definido e caso
estejam presentes no medicamento devem seguir outros guias ou regulamentacdes
regionais.

Em alguns casos podem ser aceitos niveis mais altos do que os estabelecidos no PDE,

como por exemplo em situacdes em que ha um longo intervalo entre doses, doses intermitentes

e indicacdes especificas para doencas raras (ICH, Q3D, 2014).

Na guia sobre limites de especificacdo para residuos de metal, catalisadores ou metais

reagentes publicada pelo EMEA, os metais séo divididos em trés classes:

Classe 1: metais com problemas significantes de seguranca. Incluem o0s metais
conhecidos ou suspeitos de causar cancer em humanos ou outro tipo de toxicidade.
Classe 2: metais com poucos problemas de seguranca. Incluem metais com baixo
potencial toxico para humanos, geralmente bem tolerados em casos de exposicdo por
produtos farmacéuticos. Alguns podem estar presentes em forma de tracos, pois sao
requeridos nutricionalmente e também sdo encontrados em alimentos e suplementos.
Classe 3: metais com minimos problemas de seguranca. Incluem metais com toxicidade
insignificante e com perfil de seguranga bem estabelecido. Geralmente sdo bem
tolerados em niveis maiores do que aqueles encontrados em medicamentos.

Na tabela 6 séo apresentadas as PDEs aceitas e as concentragdes limites para quatorze

metais residuais por via oral, parenteral e/ou inalatéria. Nesta tabela os metais da classe 1 estdo

divididos em classe 1A (platindides, metais individuais), 1B (platindides, total de metais

lisados) e 1C (metais individuais com problemas significantes de seguranca).
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Tabela 6: Limites para metais individuais, catalisadores e reagentes de acordo com as vias de
exposicdo, conforme o EMEA, 2008.

Classificacdo Exposigéo oral Exposigdo Parenteral Exposicéo
Inalatoria
PDE Concentracago PDE  Concentracgdo PDE
(Hg/dia) (ppm) (Hg/dia) (ppm) (Hg/dia)
Classe 1A: Pt, 100 10 10 1 Pt: 70*
Pd
Classe 1B: Ir, 100** 10** 10** 1**
Rh, Ru, Os )
Classe 1C: Mo, 250 25 25 2.5 Ni: 100
Ni, Cr, V Cr (VI):
10
Classe 2: Cu, 2500 250 250 25
Mn .
Classe 3: Fe, Zn 13000 1300 1300 130

* Pt como &cido hexacloroplatinico.
** Limite de subclasse: a quantidade total de metais listados ndao deve exceder o limite indicado.

Métodos apropriados, validados e especificos devem ser usados na determinacdo de
cada metal residual em suas variadas formas, visto que os metais podem estar em formas
diferentes do que a forma original utilizada como catalisador ou reagente. Procedimentos
harmonizados para a determinacdo de metais residuais estdo descritos nas farmacopeias e
podem ser usados. Se estiverem presentes apenas metais da classe 2 ou da classe 3, podem ser

utilizados métodos ndo especificos (EMEA, 2008).

4.3.4 Impurezas Genotdxicas e Cancerigenas

As impurezas genotdxicas e cancerigenas sdo substancias capazes de induzir mutacoes
genéticas, como quebras de cromossomos e rearranjos, que podem levar ao cancer.
Consequentemente, seria inadequado utilizar os mesmos limites definidos para as demais
impurezas, visto que exposi¢des de baixos niveis a impurezas genotoxicas ou cancerigenas séo

preocupantes e podem causar danos significativos (FDA, 2008). De acordo com 0 EMEA,
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compostos genotoxicos danificam o DNA em qualquer nivel de exposicdo, podendo contribuir
para o desenvolvimento do cancer. Sendo assim, para substancias genotdxicas e carcinogénicas
ndo existe um limiar descrito, pois qualquer nivel de exposicdo apresenta um risco. Além disso,
muitos compostos ndo apresentam uma relacdo linear entre a exposicdo e os efeitos, pois a
maioria dos mecanismos de protecdo consegue ser efetivo em baixas doses. Porém, é preciso
definir um nivel de exposicdo com risco aceitavel para essas substancias, e para determinar
esses niveis deve-se levar em consideracdo os mecanismos de acdo e a relacdo dose-resposta.
As impurezas com potencial genotoxico podem ser identificadas a partir do uso de dados
disponiveis sobre genotoxicidade e também pelo estudo de sua estrutura quimica, sendo
possivel verificar a presenga de “alertas estruturais” que estdo relacionados a genotoxicidade.
Caso a estrutura da substancia apresente um alerta estrutural, devem ser realizados testes de
genotoxicidade adicionais. De acordo com o guia entitulado “Guideline on the limits of
genotoxic impurities”, publicado pelo EMEA em 2006, os compostos genotoxicos siao
classificados em duas classes:

e Classe 1: Compostos genotdxicos com evidéncia experimental suficiente para um

mecanismo limiar.

Esta classe inclui compostos que causam interacdes com o fuso de divisdo celular,
inibicdo da topoisomerase e inibicdo da sintese de DNA, sobrecarga de mecanismos de defesa,
sobrecarga metabolica e perturbacdes fisioldgicas, demonstradas como nédo-lineares. Os niveis
de exposicao aceitaveis sdo estabelecidos a partir de procedimentos para o calculo da PDE.

e Classe 2: Compostos genotoxicos sem evidéncia experimental suficiente para um
mecanismo limiar.

A aceitabilidade de impurezas genotdxicas para as quais ndo ha um mecanismo limiar
identificado deve incluir avaliagdes farmacéuticas e toxicoldgicas, controlando os niveis para
que figuem o mais baixo o possivel nos casos que ndo se pode evitar a presenca. As avaliacdes
farmacéuticas estdo relacionadas com a estratégia e a tecnologia de formulagdo, processos
quimicos, perfil da substancia ativa e de todas as substancias quimicas envolvidas, inclusive
reagentes e intermediarios. Caso exista alguma alternativa para ndo deixar residuos
potencialmente genotdxicos ou carcindgenos no produto final, esta deve ser utilizada, como por
exemplo rotas de sintese alternativas, diferentes matérias-primas ou diferentes formulacées. Se
a presenca da impureza for inevitavel, devem ser realizados esforcos técnicos como
purificacbes com o intuito de reduzir a concentracdo desses residuos no produto final. A

deteccdo e/ou a quantificacdo deve ser realizada por métodos analiticos.
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Um limite de risco toxicoldgico (threshold of toxicological concern, TTC) foi definido,
com valor estimado em 1,5 pg/pessoa/dia, estabelecido através de analises de diversos
compostos carcinogénicos e suas poténcias. Esse valor representa que ndo ha risco de
carcinogenicidade significativo ou outros efeitos toxicos (MUNRO, 1999; KROES e
KOZIANOWSKI, 2002). Esse nivel de exposicdo diaria, para a maioria dos carcin6genos,
daria origem a menos de um em um milhdo risco de cancer. No entanto, alguns grupos
estruturais possuem maior poténcia e, portanto, um risco carcinogénico significativamente
maior, mesmo em quantidades menores que o TTC, sendo excluidos desta abordagem (EMEA,
2006).

4.4 Técnicas analiticas para determinacao de impurezas

A presenca de impurezas em insumos e produtos farmacéuticos deve ser avaliada quali
e (guantitativamente e esse rigoroso controle de qualidade é muito importante no
desenvolvimento de medicamentos, pois cada novo farmaco traz a necessidade de desenvolver
novos métodos analiticos (ARGENTINE, 2007). Geralmente, impurezas organicas sdo
analisadas a partir de técnicas cromatograficas devido a capacidade de alta resolucéo e a
possibilidade de utilizar diferentes detectores que permitam a determinacdo precisa dessas
substancias. Como a maioria dos farmacos utilizados tém caracteristicas polares e ndo-volateis,
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa € a técnica mais empregada
para monitorar o farmaco e suas impurezas (FAUSTINO, 2007; LUNN, 2007; NG, 2007).

No inicio do desenvolvimento de um novo método analitico para determinar impurezas
pode-se utilizar as condi¢cdes de um método ja existente para o principio ativo e a partir desses
parametros realizar a otimizacdo (VAN GYSEGHEM, 2002). E importante compilar todos os
dados possiveis sobre a substancia que sera analisada, pois a partir de suas caracteristicas sera
desenvolvido o novo método analitico. A figura 1 apresenta um esquema com 0S passos para o
desenvolvimento de um método analitico para determinacdo de impurezas e produtos de

degradacéo.
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Figura 1: Passos para o desenvolvimento de um método analitico para determinacédo de
impurezas.

Avaliar as Definir os objetivos
informagdes sobre do método de
a substancia separagao

Escolher o método
de separagao

Iniciar o Determinar o
desenvolvimento detector e as
do método configuragGes

Planejar o preparo
da amostra

Otimizar as o
condicGes do Vsl e Validar o método
método procedimentos

As impurezas genotoxicas geralmente estdo presentes em quantidade tracos nos
farmacos ou medicamentos, podendo ser menores do que 0,01 — 0,03%. Um método analitico
para determinar essas impurezas deve ter um limite de detecgdo de 1 — 5 ppm (0,0001 —
0,0005%), e requer ndao apenas alta sensibilidade analitica como também instrumentos
seletivos. A determinacdo de impurezas genotoxicas é um desafio analitico visto que
abordagens comuns como CLAE com deteccdo no ultravioleta (UV) e cromatografia gasosa
(CG) com detector de ionizacdo de chama (flame-ionization detector, FID) as vezes ndo sdo
efetivas para niveis tdo baixos de impurezas, assim pode ser necessario utilizar métodos
acoplados com o espectrdmetro de massas. A escolha do método de deteccdo é crucial para
garantir que todos os componentes sejam detectados (D.HO, 2014; MATVEEVA, 2015).

4.4.1 Métodos espectroscopicos

A deteccdo de impurezas e produtos de degradagéo € o principio da determinacdo do
perfil de impurezas de um farmaco ou medicamento. Técnicas como ultravioleta, infravermelho
(IV), espectrometria de massas (EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN) sdo as mais
utilizadas para a caracterizacéo de impurezas (BARI, 2007; GOROG, 2003).
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Ultravioleta

No desenvolvimento de métodos apropriados para separar produtos de degradacéo ou
outras impurezas do principio ativo, € comum o emprego de detectores ultravioleta devido a
sua conveniéncia e grande aplicabilidade. Esse tipo de detector quando usado em um Unico
comprimento de onda prové uma seletividade minima, porém, quando 0 equipamento possui
um arranjo de fotodiodos (PDA, photodiode array), é capaz de monitorar varios comprimentos
de onda simultaneamente. E possivel fornecer uma indicacdo da pureza dos picos obtidos no
cromatograma e também o espectro UV de cada substancia, contribuindo com informacdes
estruturais dos componentes. A principal desvantagem é que nem todas as moléculas possuem
capacidade de absorcdo no UV, gerando sinais inadequados para analise. Além disso, no caso
da determinacdo de impurezas, esta técnica apresenta baixa sensibilidade (AHUJA, 2007;
GOROG, 2000; SIDDIQUI, 2013). Apesar das desvantagens, a espectrometria no UV ainda €
bastante aplicada no campo de pesquisa de impurezas, produtos de degradacdo e controle
qualidade, como no trabalho de Sowjanya e colaboradores, 2013, no qual um método indicativo
de estabilidade para metoclopramida foi desenvolvido em UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography) com deteccdo no UV. Qutro trabalho publicado em 2009, de Devi e
Chandrasekhar, um método indicativo de estabilidade utilizando detector UV para os produtos
de degradacéo do levofloxacino foi desenvolvido. Um outro exemplo € o trabalho de Nalwade
e colaboradores, em 2012, no qual um método indicativo de estabilidade para determinacédo das
impurezas no esomeprazol em comprimidos gastrorresistentes foi desenvolvido e validado

utilizando a espectrometria no UV.

Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho fornece informacgfes sobre os grupos funcionais
presentes na molécula. E importante na elucidac&o estrutural, complementando outras anélises
e também pode ser usada para quantificagdo, porém possui um baixo nivel de deteccéo, o que
é um problema frequentemente (AHUJA, 2007). Uma das grandes vantagens da espectroscopia
de infravermelho é que é possivel analisar liquidos, solucdes, pastas, pés, filmes, fibras e gases,
com técnicas de amostragem adequadas (STUART, 2005). Em 2003, Laniewski e

colaboradores desenvolveram técnicas analiticas complementares para identificacdo de
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impurezas desconhecidas em anélises farmacéuticas, utilizando cromatografia gasosa,

espectrometria de massas, emisséo atdmica e espectroscopia no infravermelho.
Ressonancia Magnética Nuclear

A ressonancia magnética nuclear € uma técnica que pode ser utilizada para uma
variedade de aplicagdes, como no controle de qualidade de medicamentos, na identificagéo de
farmacos, excipientes e impurezas, fornecendo informagdes estruturais e moleculares
completas, incluindo conectividade de atomos, geometria espacial, conformacdo e
estereoquimica. Como a assinatura espectral de cada composto € Unica, este método € altamente
especifico e adequado para elucidacdo e confirmacdo estrutural. As informagdes sao fornecidas
sem a necessidade do uso de padrdes, e além disso é possivel obter dados qualitativos de
misturas complexas, sem separacao prévia, que representam grandes vantagens principalmente
durante o inicio do desenvolvimento do farmaco e quando ndo ha a disponibilidade de padrdes
de impurezas (IGBAL, 2011; MAGGIO, 2014). A técnica por RMN representa um método ndo
invasivo e ndo destrutivo, no qual a amostra é facilmente preparada e pode ser utilizada em
seguida para outra analise, sendo que também é possivel analisar amostras semissélidas e
solidas. Por ser ndo-seletivo, todos os compostos de baixo peso molecular de uma mistura sdo
detectados simultaneamente em uma Unica anélise e a intensidade de um sinal é diretamente
proporcional ao nimero de nucleos correspondente. Contudo, para a quantificacdo absoluta é
necessario um padrdo de concentracdo conhecida que serd o sinal de referéncia para a
calibracdo, ja que depois a concentracdo do analito € calculada pela comparacdo com as
integrais do padrdo e os numeros de nucleos que contribuiram para as respectivas ressonancias
(MALET-MARTINO, 2011). Apesar de ser um método robusto e reprodutivel, uma mesma
fonte pode produzir diferentes tamanhos sob diferentes condi¢Ges, como o tamanho do tubo, o
volume da amostra e sua composicdo. Como alternativas em métodos com objetivo
guantitativo, pode-se utilizar um padrdo externo ou adicdo de padrdo. O padrdo interno tem
alguns requisitos como: ser solivel no mesmo solvente aplicado ao analito, ndo interagir
guimicamente com a amostra, possuir relaxamento longitudinal préximo ou menor do que o do
analito, possuir peso molecular similar aos analitos e estar disponivel em forma pura,
guimicamente inerte, ndo higroscopico, ndo volatil, estavel por longo periodo e possuir
conteudo definido. A RMN quantitativa é linear por uma longa faixa de concentracéo e parece
ser mais robusta do que métodos de separacdo acoplados a detectores UV, fluorescéncia, entre

outros. Porém é considerada um método menos sensivel em relagéo a outras técnicas analiticas,
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e também requer maior quantidade de amostra, na ordem de 10 mg, enquanto que a
espectrometria de massas requer menos que 1 mg. Outra desvantagem é o alto custo e longo
tempo de andlise. (HOLZGRABE, 2010; VENKATESAN, 2014). O excesso enantiomerico
pode ser determinado por varios métodos e um deles € a ressonancia magnética nuclear em

estado solido, como proposto por Tadeusiak e colaboradores em 2008.
Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas € um metodo estruturalmente sensivel pois fornece a
potencial massa molecular e submete ions especificos a fragmentacéo por colisdo, indicando a
massa de outras estruturas, resultantes da fragmentacdo. No entanto, ha um risco ao utilizar o
espectro de massas, por isso a inferéncia da estrutura ndo pode ser realizada apenas com esta
técnica, € necessario complementa-la. O detector ndo € um detector universal, visto que classes
inteiras de compostos ndo causam sinais adequados, como algumas moléculas aromaticas
pequenas. A amplitude dos sinais gerados é diretamente proporcional a quantidade da
substancia analisada em um grande intervalo, possibilitando o uso quantitativo. Apesar de ser
uma técnica destrutiva, uma pequena quantidade de amostra é suficiente para a analise. E
possivel detectar até centenas de analitos simultaneamente, em diversos tipos de matrizes, como
soro, plasma, urina e saliva, em alta resolucdo (ALSANTE, 2001; DOMON, 2006; ZHANG,
2015). Vérios trabalhos aplicam a espectrometria de massas tanto na elucidacéo estrutural como
para a determinacdo de impurezas que ndao possuem grupos croméforos para absorcédo no UV.
A EM também ¢ utilizada para a determinacdo de impurezas inorganicas, como no caso da
pesquisa de Rao e Talluri, 2007. A técnica EM-CLAE é bastante utilizada para isolacédo e
caracterizacdo, como no trabalho de Kumar e colaboradores, para impurezas relacionadas ao

processo da vildagliptina, publicado em 2016.
4.4.2 Métodos de separacao

Os objetivos do desenvolvimento de um método de separacdo devem estar bem
definidos para que se escolha 0 método mais adequado ao seu propésito. Os métodos de
separacdo sdo Uteis para andlises quali e quantitativas e também para o isolamento de um
composto purificado. Se o objetivo for uma analise quantitativa, deve-se avaliar fatores como
o0 nivel de precisdo e exatiddo necessario, o intervalo de concentragdo dos componentes e 0

tempo de analise desejado. Caso o propdésito do método seja o isolamento de um composto
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purificado, técnicas como a cromatografia gasosa e a eletroforese capilar podem ser dificeis de
aplicar. A amostra também influencia na escolha da técnica de separa¢do, bem como no modo
de deteccdo, nos procedimentos de extracdo ou derivatizacdo (se necessarios), e as condi¢des
da separacao, que dependendo do tipo do método podem danificar ou comprometer a amostra.
O conhecimento de algumas propriedades fisicas e quimicas da amostra pode auxiliar no
desenvolvimento do método, como: propriedades fisico-quimicas, nimero de componentes da
mistura, estrutura quimica, grupos funcionais presentes, peso molecular, solubilidade,
volatilidade, estabilidade frente a altas temperaturas, absorcao no UV, atividade eletroquimica,
etc. (OKAFO, 2003; ROBERTS, 2003).

Cromatografia Gasosa

Véarios métodos para solventes residuais ou impurezas organicas volateis estdo descritos nas
farmacopéias e na maioria das vezes sdo determinados por cromatografia gasosa (CG). A CG,
no formato capilar, € uma técnica mais rapida e com resolucdo mais elevada do que a CL, porém
a CG possui uma limitagdo na aplicacdo de compostos, que devem ser volateis e termicamente
estaveis. Sao necessarias precaucdes para que componentes ndo volateis da amostra sejam
impedidos de entrar no sistema. O uso da técnica de amostragem headspace na cromatografia
gasosa pode ajudar a resolver este problema, j& que esta abordagem minimiza a quantidade de
componentes ndo-volateis da matriz que podem ser introduzidas no sistema, pois amostra
apenas 0s componentes gasosos. Diminuindo o efeito da matriz, é possivel diminuir a
interferéncia de fundo e aumentar a sensibilidade do método. (D.HO, 2014; HOLM, 2015;
RASMUSSEN, 2001). A CG também tem desempenhado um papel importante na investigacao
de compostos quirais, pois possui uma excelente capacidade de separacdo de isdbmeros, sendo
util para a determinacdo do excesso enantiomérico (ZHANG, 1998). Ho e colaboradores
desenvolveram um método capaz de determinar tracos de impurezas genotdxicas usando CG

com amostragem headspace, em 2014 (HO, 2014).
Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é a técnica mais utilizada para analisar
compostos farmacéuticos pois estes ndo precisam ser volateis ou derivatizados, como no caso
da cromatografia gasosa, e assim evita-se que a substancia seja exposta a altas temperaturas e

uma possivel degradacéo. A especificidade da CLAE e excelente e a preciséo e a exatidao séo
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atingidas se testes de adequabilidade do sistema forem realizados. As aplica¢Oes desta técnica
sdo muito eficazes pela possibilidade de utilizar uma variedade de detectores como
fluorescéncia, espectrometria de massas, eletrométrica, etc. (AHUJA, 2003). Avancos
tecnoldgicos foram necessarios em parte pela necessidade de separar cada vez mais variedades
de substancias, obter maiores vazdes sem perder a resolugéo entre picos, aumentar a eficiéncia,
melhorar a forma e a simetria dos picos e o principal desafio que é detectar e quantificar baixos
niveis de impurezas (OKAFO, 2003; ROBERTS, 2003). Esses avan¢os contribuem para a
melhoria da especificidade, da sensibilidade e da robustez dos métodos analiticos no &mbito de
impurezas, entre eles:
e Desenvolvimento continuo de novas tecnologias e novos materiais de colunas, na
quimica, design e dimensdes;
¢ Novos equipamentos, como o cromatdgrafo liquido de ultra performance;
e Novas abordagens cromatograficas, como a interacdo hidrofilica (HILIC) para
impurezas mais polares;
e Diferentes técnicas de preparo de amostras;
e Uso de técnicas acopladas, como CLAE-EM/EM;
e Aperfeicoamento de sistemas de deteccdo, como o espectrometro de massas. (HOLM,

2015)

A CLAE pode ser utilizada de varios modos, cada um com as caracteristicas necessarias
para separar compostos diferentes. A CLAE em fase reversa € uma das mais utilizadas pois
muitos farmacos sdo bases organicas fracas e a separagdo é bastante influenciada por fatores
como o pH da fase mdvel e a forca i6nica. Neste modo, a fase estacionaria € mais apolar do que
a fase movel e a coluna geralmente é composta por silica modificada por derivatizacdo com
alquil (C2 a C18), fenil, ciano e grupamentos amino. A fase aquosa normalmente € uma mistura
de solucbes aquosas ou tampdes misciveis com solventes organicos como metanol e
acetonitrila. A fase estacionadria pode influenciar em parametros como pratos teoricos,
caracteristicas de retencdo e resolucdo, criticos para o desenvolvimento de métodos
reprodutiveis e robustos (SNYDER, 1997).

A CLAE é largamente utilizada para o controle de qualidade de formulacGes
farmacéuticas e farmacos, que precisam de métodos indicativos de estabilidade. Este campo
teve uma propagacao enorme e rapida que nenhum outro metodo teve na historia das analises

farmacéuticas (GOROG, 2007). Por exemplo, em 2010, um método indicativo de estabilidade
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foi desenvolvido em fase reversa por Srinivasu e colaboradores para acetazolamida na presenca
de seus produtos de degradacdo e de suas impurezas relacionadas ao processo. Em 2004, para
determinar tracos de impurezas do farmaco acetaminofeno, Kamberi e colaboradores

desenvolveram e validaram um método sensivel por CLAE.
Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica relativamente nova, mas importante na analise
de compostos farmacéuticos, biopolimeros e ions inorganicos. A EC é geralmente mais
eficiente, visto que uma analise pode ser realizada em poucos minutos. A amostra € injetada em
quantidades muito pequenas, geralmente com o uso de solugdes aquosas, evitando 0 uso de
solventes orgénicos. Diferentes modos podem ser utilizados, como a eletroforese capilar de
zona e micelar, aplicadas a testes de pureza e também em bioanalises de farmacos (SIDDIQUI,
2013). A EC é efetiva em situacdes em que ha pouca quantidade de amostra disponivel e quando
alta resolucdo é um fator crucial. No entanto, a reprodutibilidade é relativamente menor do que
a dos outros métodos, o que torna dificil a aplicacdo desta técnica, além da baixa sensibilidade,
0 que prejudica o uso para determinacdo de impurezas (AHUJA, 2001). Aproximadamente 40%
dos farmacos € utilizado na forma de mistura racémica. O desenvolvimento de métodos para a
separacgdo quiral e determinacdo de impurezas quirais € um campo em que a EC é considerada
excelente, devido a sua alta eficiéncia, rapida estabilizacdo do sistema, uso de seletores quirais
apropriados e possibilidade de utilizar métodos diretos e indiretos. (DEEB, 2008;
ORLANDINI, 2015). Definitivamente o detector mais utilizado em EC é o UV, mas outros
detectores sensiveis como a fluorescéncia, EM, Raman, amperometria, condutividade,
radioquimico e RMN séo utilizados, embora menos comumente (OKAFO, 2003; ROBERTS,
2003). Recentemente, um método foi desenvolvido por Orlandini e colaboradores para

determinacdo de impurezas enantioméricas de levosulpiride (ORLANDINI, 2015).
4.4.3 Métodos acoplados

Diversos métodos analiticos séo utilizados para detectar impurezas e cada um possui
sensibilidade e capacidades distintas, porém para conseguir aumentar a sensibilidade dos
métodos para 1 — 5 ppm ou menor, o ideal é utilizar a espectrometria de massas acoplado a
outro método analitico (MATVEEVA, 2015).
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A primeira técnica acoplada a ser utilizada foi a CG-EM, muito util para analitos volateis
e com estabilidade térmica, como compostos organicos volateis e solventes residuais (SINGH,
2012). Esse metodo fornece informacgdes sobre a pureza e pistas para identificacdo dos
componentes de uma mistura, sendo utilizado em conjunto com outras técnicas para a
caracterizacgdo e elucidacao estrutural de impurezas, como a RMN (DING, 2008; VALERO,
2003). Ainda assim, é uma técnica menos utilizada para caracterizacdo de impurezas relevantes.
Algaza e colaboradores propuseram uma estratégia através da derivatizacao in situ das amostras
para analise em CG-EM-headspace, para a determinacdo de agentes genotoxicos residuais em
ingredientes farmacéuticos ativos (ALGAZA, 2007). Quando usada com a EM em tandem
(EM/EM), a impureza isolada por CG é investigada com alta resolucdo e detalhes s&o
fornecidos para melhor compreensdo do ion molecular e das estruturas resultantes da
fragmentacdo (PAN, 2011; HOLM, 2015).

Devido a elevada sensibilidade e seletividade da CLAE acoplada com espectrometria
de massas (CLAE-EM), esta técnica se tornou predominante nos bioensaios, estudos
farmacocinéticos e metabodlicos, assim como na elucidacdo de estruturas de impurezas e
produtos de degradacdo (GOROG, 2007; ZHANG, 2015). Thomas e colaboradores realizaram
a identificacdo e a elucidacdo estrutural de uma impureza desconhecida do farmaco
carbamazepina por CLAE-EM, em 2011. A CLAE-EM e suas variantes apresentam o mais
rapido e maior avango para um conjunto de instrumentos disponiveis, como: CLAE-EM (single
Quad), CLAE-EM-EM (triple quad), CLAE-TOF, CLAE-EM-TOF (Q-TOF), CLAE-FTICR
(Fourier Transform lon Cyclotron Resonance), que sdo usados em combinagdo para promover
os dados necessarios da caracterizagao estrutural. A tecnologia do tempo-de-vo6 (TOF, time-
of-flight) trouxe uma consideravel melhoria na resolugdo e precisdo dos espectrdmetros de
massas, devido a capacidade de fornecer a massa exata com 4 a 6 casas decimais, colaborando

na determinacdo de composicdes elementares exatas (SINGH,2012).
4.5 Indicadores e dados de pesquisas e publicacfes em impurezas farmacéuticas

No comeco dos anos 2000, a preocupacao com a preparagéo, a producéo, a validade e a
estabilidade de medicamentos e insumos farmacéuticos levaram & construcdo de guias
normativas para o desenvolvimento de estudos de estabilidade. O ICH publicou a diretriz Q1A,
que fornece recomendacbes nos protocolos de testes de estabilidade, como temperatura,
umidade e tempo de duracgdo, conforme a zona climatica de realizacdo dos testes. A ANVISA

igualmente anunciou um guia para a realizacdo de estudos de estabilidade, a resolugéo 506 de
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2002, que distingue os estudos de estabilidade acelerada e de longa duragéo e especifica os
procedimentos que devem ser seguidos. Na sequéncia, guias sobre validacdo de metodologias
analiticas foram divulgadas para discutir as caracteristicas que devem ser consideradas durante
a validacao e apresentar recomendac@es para que o procedimento analitico possa demonstrar
que sua adequacdo a finalidade pretendida. Em 2006, o ICH publicou as guias Q3A e Q3B,
destinadas a orientar a qualificacdo de impurezas em novos farmacos e em novos
medicamentos, além de incluir aspectos quimicos como a classificacdo e a identificacdo de
impurezas e aspectos de seguranca. Em 2010, o FDA desenvolveu um guia para a industria
“ANDAs: Impurities in Drug Products”, que contém informac6es a respeito da notificagéo,
identificacdo e qualificacdo de impurezas que séo classificadas como produtos de degradacéo,
bem como orientagcfes para o estabelecimento de critérios de aceitacdo para esses produtos.
Enquanto isso, no Brasil, a ANVISA, através do informe técnico em 2008, especificou as
condigdes para os estudos de degradacdo forcada e os limites dos produtos de degradacao.
Contudo, apenas em 2013 a agéncia publicou a resolucdo 58, que trata dos pardmetros para
notificacdo, identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo. Em 2015 foi langcada uma
guia com procedimentos e especificacdes com o objetivo de auxiliar na obtencéo do perfil de
degradagdo em medicamentos. Em fevereiro deste ano foi liberada uma consulta pablica para
uma proposta de resolucdo que dispbe sobre a validacdo de métodos analiticos de ensaios
bioldgicos, microbioldgicos, imunoldgicos, de identificacdo, quantitativos para a determinagédo
de impurezas, ensaios limite para o controle de impurezas, ensaios quantitativos para a
determinacéo de insumos farmacéuticos em amostras de matérias-primas ou de medicamentos
em todas as suas fases de producdo e além disso, outras providéncias. Devido ao recente inicio
da participacdo do Brasil em assuntos relacionados as impurezas, existem poucas contribuicdes
e pesquisas na area, que foram realizadas seguindo as orientacdes e recomendacOes
internacionais.

Com o auxilio da base de dados Scopus, foi possivel realizar um levantamento sobre
publica¢des com o termo “drug impurities” e analisar, de diferentes formas, os mais de 10.000
resultados encontrados. Uma das formas é indicada na figura 2, que relaciona o nimero de
documentos publicados por pais, comparando 0s dez paises que possuem o maior nimero de
publicacdes e o Brasil. Os Estados Unidos possuem o maior nimero de publicagdes e de
pesquisas nessa area, somando 2773 publica¢fes com o termo “drug impurities”, seguido pela
india (1102 publicagdes), China (927), Reino Unido (690), Alemanha (625), Jap&o (435), Italia

(391), Franca (370), Bélgica (337) e Canada (320). Como mencionado anteriormente, o Brasil
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ainda carece de estudos nesse contexto, visto que possui apenas 105 publicagfes encontradas

com esse termo.

Figura 2: Total de publicacGes com o termo “drug impurities” por pais ou territério de origem.
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O papel predominante dos Estados Unidos em relacéo aos outros paises pode ser devido
ao investimento realizado em pesquisas, universidades e em industrias farmacéuticas. Entre as
quinze maiores empresas farmacéuticas do mundo, ranking publicado pela revista Forbes Brasil
em 2015, oito pertencem aos Estados Unidos: Johnson & Johnson (primeiro lugar), Pfizer
(segundo lugar), Merck & Company (quarto lugar), Amgen (nono lugar), McKesson (décimo
lugar), Gilead Sciences (décimo primeiro lugar), Abbott Laboratories (décimo quarto lugar) e
em décimo quinto lugar, Eli Lilly & Company. Aliada a tecnologia na producdo e
desenvolvimento de farmacos existente nos Estados Unidos, quinze universidades de farmacia
e farmacologia estdo entre as cinquenta melhores do mundo, entre elas Harvard University
(primeiro lugar), University of North Carolina (décimo lugar), Yale University (décimo
primeiro lugar) e University of Califérnia, San Diego (décimo terceiro lugar), de acordo com o
QS World University Rankings by Subject 2016 — Pharmacy & Pharmacology. Muitas
pesquisas também sdo realizadas através de parcerias entre empresas farmacéuticas,

universidades e laboratorios, como indicado na figura 3.
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Figura 3: Documentos publicados sobre impurezas através de parcerias.
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Neste grafico sdo apresentadas as parcerias com maiores numeros de documentos
publicados ao longo dos anos. Dr. Reddy’s Laboratories Ltd, na india, ja contribuiu em 213
publicacdes, a Universidade Tecnoldgica de Jawaharlal Nehru, também na india, conta com
170 publicaces, e a multinacional britanica GlaxoSmithKline com 168. Em seguida a
americana Pfizer (144 publicacGes), a Universidade Catolica Leuven, na Bélgica (139), a
companhia americana Bristol-Myers Squibb (96), Eli Lilly and Company (90), Universidade
Farmacéutica da China (87), Universidade de Belgrado, na Sérvia (83) e Laboratérios Merck
(82). As parcerias sdo Uteis no compartilhamento de conhecimentos e de tecnologias, onde cada
instituicdo colabora com sua especialidade, qualificando a producdo e melhorando o
atendimento dos produtos farmacéuticos.

Na figura 4 sdo apontados os nimeros de publicagdes encontradas com o termo “drug
impurities” por ano, iniciando no ano de 1970 com 14 trabalhos publicados. Os anos que
apresentaram os maiores nimeros de publicacdes foram 2014 (681), 2013 (648), 2015 (624),
2011 (620) e 2012 (600 publicacdes). Existe ainda um aumento nas publicagdes a partir do ano
2002, quando diretrizes sobre produtos de degradacdo surgiram para auxiliar esses estudos e
outro aumento a partir do ano de 2008, quando as guias do ICH sobre impurezas ja estavam
disponiveis com a finalidade de orientar os estudos de identificacdo e qualificacdo de impurezas

farmacéuticas.
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Figura 4: Numero de publicagdes com o termo “drug impurities” por ano.
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O crescente numero de pesquisas nesta area é provavelmente devido aos esfor¢os das
agéncias regulatérias em incorporar limites para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo de
impurezas, evidenciando a influéncia que estas podem apresentar na seguranca e na eficacia do
tratamento farmacoldgico. Portanto, nas Gltimas décadas foi dada uma maior atencdo para a
qualidade dos produtos farmacéuticos, através de estudos, desenvolvimento de metodologias
analiticas e da realizacdo de rigorosas analises de controle de qualidade. Hoje em dia o
conhecimento das impurezas presentes em insumos farmacéuticos e medicamentos é um
requisito obrigatdrio, pois ao determinar o perfil de impurezas pode-se obter dados cruciais
sobre a toxicidade e a seguranca do produto.

Os tipos de publicagfes encontradas a partir da pesquisa realizada na base de dados
Scopus incluem artigos originais, artigos de revisao, conference paper, short survey, capitulos
de livro, letter, notas, editoriais, article in press, livros, conference review e erratas. No total de
10378 publicacdes, 86,20% sdo em formato de artigo, correspondendo a 8946 artigos
publicados. Em seguida, artigos de revisdo representam 6,7% (698 publicacdes), Conference
paper somando 3,70% (388 publicacbes), short survey representam 0,9% (91 publicagdes),
capitulos de livros somam 0,7% (72 publicaces), as categorias letter e notas representam 0,5%
cada (52 e 48 publicacGes, respectivamente), editorial e article in press representam 0,3% cada
(31 e 28 publicagdes, respectivamente), livros que representam 0,2% (20 publicacGes) e
conference review e erratas (2 publicacOes cada). Esses dados séo indicados no gréafico da figura

S.
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Figura 5: Tipos de publicag¢des encontradas com o termo “drug impurities”.
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As pesquisas cientificas visam gerar o avanco da ciéncia, com o objetivo de encontrar
respostas para um determinado problema ou hipotese, atraves da utilizacdo de uma metodologia
adequada. A importancia de um determinado tema pode ser demonstrada pelo aumento das
publicacdes cientificas nessa area. Os artigos séo a principal forma de comunicar os resultados
de uma pesquisa, por isso devem ser originais, instrutivos, sucintos e apresentar relevancia. Os
principais objetivos de uma revista além da divulgacdo dos resultados obtidos pelos
pesquisadores, estdo relacionados com o impacto que as publica¢des vdo causar.

Foram avaliadas as publicacGes de sete periddicos com o maior nimero de publicacdes
a partir dos anos 70 que apresentam o termo “drug impurities”. O gréafico pode ser observado
na figura 6. No total, o Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis possui 762
publicagdes com o termo, enquanto que o Journal of Chromatography A conta com 630, 0
periédico Chromatographia com 192, o Journal of Liquid Chromatography and Related
Technologies com 172, o periddico Environmental Science and Technology com 162, o Journal
of Pharmaceutical Sciences conta com 161 e por fim, o periédico Analytica Chimica Acta

possui 117 documentos publicados. Nota-se que os primeiros documentos na area surgiram nos
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anos 70 e houve um grande aumento a partir dos anos 90, antes das guias regulatérias serem
publicadas. A partir de 2003 as pesquisas aumentaram novamente, sendo que foi o periodo em

que as guias comecaram a ser disponibilizadas.

Figura 6: Namero de publicac6es por ano e por fonte.
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Apesar da grande relevancia do assunto para a seguranca e a eficacia dos tratamentos
medicamentosos, ainda ha campo para expandir e aprofundar o conhecimento em impurezas
farmacéuticas. Contudo, com as resolugdes e guias disponiveis e com os esforcos de agéncias
em harmonizar e enfatizar a importancia dessas recomendacdes, pode-se perceber um aumento

da preocupacdo e do interesse de empresas e pesquisadores com o tema.
4.6 Ensaios e testes toxicoldgicos para avaliacdo de impurezas

A qualificacdo é o processo de obtencdo e avaliacdo de dados para estabelecer a
seguranca biologica de uma impureza ou de um perfil de impurezas. Uma impureza que foi
testada adequadamente em testes de seguranga ou ensaios clinicos é considerada qualificada,
assim como as impurezas que sdo também metabdlitos do farmaco. (Quality guideline Q3A,

ICH). Alguns programas podem ser utilizados na previséo de toxicidade de uma impureza ou
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de um perfil de impurezas. Esses programas sao baseados nas relacées estrutura-atividade, mas

os resultados geralmente ndo s&o considerados conclusivos para fins de qualificagdo (BASAK,

2007).

As impurezas genotdxicas representam um risco pois sdo capazes de causar mutacoes

genéticas que podem levar ao cancer. Caso a impureza apresente uma estrutura quimica com

grupos funcionais que caracterizam uma substancia genotoxica, deve-se avaliar a seguranca

bioldgica.

De acordo com a ANVISA, para estudos de genotoxicidade ha duas opgdes de baterias

de testes a serem realizados para detectar o potencial das substancias de causar mutacoes

génicas e alteragdes cromossomicas.

Opcédo 1: deve ser realizado um teste para mutacdo génica em bactérias; um teste
citogenético para avaliagdo de dano cromossémico ou um teste in vitro de mutagdo
génica em células tk de linfoma de camundongo; e um teste in vivo para genotoxicidade,
geralmente um teste de dano cromossdmico em células hematopoiéticas de roedores.

Opcdo 2: deve ser realizado um teste para mutacdo genica em bactérias; uma avaliacao
de genotoxicidade in vivo em dois tecidos, geralmente um teste de micronucleo em

celulas hematopoiéticas de roedores e um segundo ensaio in vivo.

A ANVISA lista algumas recomendaces para a realizacdo dos testes, a fim de padronizar

0s experimentos e facilitar a comparacdo, que sdo abordadas abaixo:

Para a realizacdo de testes de mutacdo génica em bactérias, é recomendado o uso de
certas linhagens de Salmonella.

Ensaios in vitro devem ser realizados sempre em duas condi¢cdes: na presenca e na
auséncia de uma ativacdo metabdlica.

Em teste de microndcleos in vivo recomenda-se a utilizacdo de roedores de apenas um
sexo, preferéncia machos, isso se ndo houver dados que indiquem a discrepancia de
toxicidade entre 0s sexos.

Realizar testes em via de administracdo similar as preconizadas para uso humano,
quando aplicavel.

A dosagem maxima recomendada para bactérias para o teste de AMES ¢ de 5mg/placa,

caso ndo houverem outras limitagdes. Em células de mamiferos, as concentraces
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méaximas sdo de 1,0 mM ou 0,5 mg/mL, o que for menor, caso ndo houverem outras
limitacdes.

e Em testes in vivo, os protocolos variam conforme a duragéo do teste.

Nos testes sdo avaliados os potenciais danos ao DNA que podem ser observados como
mutacbes g@énicas e alteracdes cromossdémicas, que podem estar relacionadas ao
desenvolvimento de cancer. Os testes que apresentam resultados positivos representam
compostos potencialmente mutagénicos e carcinogénicos para humanos. O teste de AMES é
um teste in vitro para identificar substancias capazes de induzir mutacGes génicas, realizado em
bactérias, que é recomendado pela ANVISA. Caso o teste de AMES apresente um resultado
positivo, a impureza € genotdxica e seu limite deve ser reduzido para um valor menor que o
TTC, que é de 1,5 pg/dia, ou entdo devem ser realizados testes in vivo. Se 0o AMES for negativo,
a impureza nédo é genotoxica.

As impurezas carcinogénicas podem causar o desenvolvimento de tumores como
consequéncia da exposi¢do. No documento intitulado “Guia para condug@o de estudos nio
clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios ao desenvolvimento de
medicamentos” da ANVISA, redigido de acordo com a guia M7 do ICH (ICH, 2014) é
recomendado que se realize um estudo de longo prazo em roedor e um estudo de curto e médio
prazo em roedores in vivo ou modelos de carcinogenicidade usando transgénicos ou roedores
neonatais ou um estudo a longo prazo de carcinogenicidade em uma segunda espécie de
roedores.

Para a selecdo do modelo animal, deve-se considerar a farmacologia, a toxicidade em
doses repetidas, 0 metabolismo, a toxicocinética e a via de administracdo para que as espécies
selecionadas sejam adequadas. Os testes devem ser realizados pela mesma via de administracdo
guando possivel e para a escolha da dosagem deve-se considerar a toxicidade, a
farmacocinética, a comparacdo da area sob a curva em animais e humanos, a saturacdo da
absorcdo, a famacodinamica, a dose maxima possivel, a dose limite, a dose terapéutica humana
e a resposta farmacodinamica em humanos. Os estudos de longo prazo tém duracéo de 24 meses
em ratos e no minimo 18 meses em camundongos e hamsters.

Os animais devem ser avaliados para morbidade ou mortalidade e acompanhamento do
desenvolvimento de tumores. Devem ser submetidos a necropsia completa e detalhada e os
tecidos devem ser preservados, como todas as lesbes macroscopicas, glandula adrenal, aorta,

cerebro e sec¢des, entre outros. Se 0s testes in vivo de carcinogénese forem positivos, a impureza
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é carcinogénica e seu limite devera ser reduzido para um valor menor que o TTC, que é 1,5
pg/dia para cada impureza e 1,5 pg/dia no total de impurezas caso estas tenham estrutura
relacionada.

De acordo com o documento “Guideline on the limits of genotoxic impurities”
publicado pelo EMEA, na maioria dos casos de avaliacdo toxicoldgica de impurezas
genotoxicas sdo utilizados dados de estudos in vitro com a impureza, como o teste de AMES e
o teste de aberragcdo cromossdmica, visto que estdo mais disponiveis e assim sdo estabelecidos
para determinar os niveis de ingestdo aceitaveis. O limite de concentra¢do em ppm de impurezas
genotdxicas em farmacos pode ser calculado com base no TTC e na dose diéria esperada.
Porém, os dados de testes de carcinogenicidade e genotoxicidade negativos em niveis baixos
ndo sdo suficientes para definir os limites aceitaveis para uma impureza, pois tém pouca
sensibilidade.

Na guia “Assessment and control of DNA reactive (mutagenic) impurities in
pharmaceutical to limit potential carcinogenic risk guidance for industry”, do FDA, também
baseado na guia M7 do ICH, € dito que a avaliacdo de risco envolve andlises e pesquisas sobre
carcinogenicidade e mutagenicidade em bactérias para classificar as impurezas nas classes 1, 2

ou 5, de acordo com a tabela 7.
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Tabela 7: Classificacdo de impurezas a respeito do potencial mutagénico e carcinogénico
e acOes de controle resultantes (ICH, 2015).

Classe

Definicéo

Acéo de controle

1

Agentes mutagénicos cancerigenos conhecidos.

Controle no limite aceitavel

especifico ou abaixo

Agentes mutagénicos com potencial carcinogénico
desconhecido (positivo para mutagenicidade em
bactérias, sem dados de carcinogenicidade em

roedores.

Controle no limite aceitavel

ou abaixo (TTC apropriado)

Presenca de alerta estrutural, ndo relacionado com a
estrutura da substancia medicamentosa ativa, sem

dados de mutagenicidade.

Controle no limite aceitéavel
(TTC apropriado) ou abaixo
ou conduzir testes de
mutagenicidade em bactérias.
Se ndo mutagénico = classe 5

Se mutagénico = classe 2

Presenca de alerta estrutural, mesmo alerta da

substancia medicamentosa ativa ou em compostos
relacionados a ela (por exemplo, intermediarios do
testados e sdo néo

processo) que foram

mutagénicos.

Tratar como impureza n&o

mutageénica.

Sem alerta estrutural ou alerta estrutural com dados
suficientes para demostrar falta de mutagenicidade

ou carcinogenicidade.

Tratar como impureza n&o

mutagénica.

Se ndo houver dados disponiveis, deve-se primeiramente realizar uma avaliacdo da

relagdo estrutura-atividade que possa predizer mutagenicidade ou carcinogenicidade e depois

proceder aos testes in vitro e in vivo.

Quando uma impureza é caracterizada em uma das classes 1, 2 ou 3, é importante

desenvolver uma estratégia de controle que assegure que o nivel dessa impureza no farmaco ou

no produto farmacéutico esta abaixo do limite aceitivel. E necessario um conhecimento da

quimica da moléecula associado ao processo de fabricagdo do produto e conhecer a estabilidade

do farmaco e do produto para desenvolver os controles apropriados.
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5. CONCLUSOES

H& um interesse crescente nas impurezas presentes em substancias e produtos
farmacéuticos evidenciado pelo empenho de varias agéncias regulatérias em definir limites e
especificacbes e nos estudos cientificos publicados. Determinar o perfil de impurezas inclui
identificacdo, elucidacdo estrutural e determinagdo quantitativa de impurezas e produtos de
degradacdo em insumos e formulagGes farmacéuticas. O estudo do perfil de impurezas é
fundamental para definir o potencial toxico de substancias que podem ser prejudiciais a saude,
além de diminuir a seguranca e a eficacia da terapia medicamentosa.

As impurezas devem ser identificadas, determinadas e controladas por métodos
seletivos, sendo que h& uma variedade de técnicas cromatogréaficas e espectroscopicas
disponiveis que podem ser utilizadas isoladamente ou em combinacéo.

E evidente o crescimento das pesquisas e publicages sobre impurezas farmacéuticas,
principalmente no cenéario internacional. O Brasil tem aumentado sua atengdo a respeito do
tema, visto que esta atualizando suas normativas de acordo com as guias e regulamentacGes
internacionais sobre o desenvolvimento desses estudos e novas resolucdes estdo sendo redigidas

para auxiliar as pesquisas nesse campo.
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