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RESUMO

O Estudo de Degradacdo Forcada (EDF) em medicamentos é um processo que resulta na
formacdo de produtos de degradacdo quando o insumo farmacéutico ativo, isoladamente e na
forma farmacéutica, é exposto as condicdes forcadas de estresse mais extremas do que o Estudo
de Estabilidade de longa duracdo. Medicamentos contendo metronidazol sdo essenciais e
disponibilizados pelo Sistema Unico de Satde. O principal objetivo deste trabalho é avaliar a
formacdo e o decaimento de produtos de degradacdo em medicamentos contendo metronidazol
na condicdo de degradacao oxidativa utilizando H202 15% como agente degradante. Neste
trabalho foi avaliado a substancia quimica de referéncia do metronidazol e 5 medicamentos
diferentes. Os resultados mostraram que o medicamento de referéncia apresentou maior taxa de
degradacédo em relacdo ao principio ativo, enquanto um medicamento similar apresentou menor
taxa. Este estudo evidencia a importancia do EDF em medicamentos a fim de mitigar riscos
sanitarios associados aos produtos de degradacao.

Palavras-Chave: Estudo de Degradacdo Forcada. Vigilancia Sanitaria. Metronidazol. Produtos
de degradacéo.

RESUMEN

El Estudio de Degradacion Forzada (EDF) en medicamentos es un proceso que da como
resultado la formacion de productos de degradacion cuando el ingrediente farmacéutico activo
solo y en la forma farmaceéutica se exponen a condiciones de estrés forzado mas extremas que
el Estudio de Estabilidad a Largo Plazo. Medicamentos que contienen metronidazol son
esenciales y estan disponibles por el Sistema Unico de Salud. Nuestro objetivo es evaluar la
formacion y descomposicion de productos de degradacion en farmacos de metronidazol por
degradacion oxidativa utilizando H202 15% como agente degradante. Se evaluaran un quimico
de referencia de metronidazol y 5 farmacos diferentes. Los resultados mostraron que el farmaco
de referencia presentaba mayor tasa de degradacion con relacion al principio activo, mientras
que un farmaco similar presentaba una menor tasa. Este estudio destaca la importancia de EDF
en medicamentos para mitigar los riesgos para la salud asociados con los productos de
degradacion.

Palabras Clave: Estudio de Degradacion Forzada. Vigilancia sanitaria. Metronidazol.
Productos de degradacion.

ABSTRACT

The Forced Degradation Study (FDS) on medicines is a process that results in the formation of
degradation products when the active pharmaceutical ingredient alone and in the
pharmaceutical form are exposed to forced stress conditions more extreme than the Long-term
Stability Study. Medicines containing metronidazole are essential and made available by
Unified Health System. The main objective of this work is to evaluate the formation and decay
of degradation products in drugs containing metronidazole in the condition of oxidative
degradation using 15% H202 as a degrading agent. In this work, the reference chemical
substance of metronidazole and 5 different drugs were evaluated. The results showed that the
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reference drug had a higher rate of degradation in relation to the active ingredient, while a
similar drug had a lower rate. This study highlights the importance of FDS in medicines to
mitigate health risks associated with degradation products.

Keywords: Forced Degradation Study. Health Surveillance. Metronidazole. Degradation
products.

1 INTRODUCAO

A Vigilancia Sanitaria (VISA) € o elo fiscalizatorio entre os produtos ofertados no setor
da saude e a populacéo consumidora. Entre estes, estdo os medicamentos 0s quais sao produtos
farmacéuticos, tecnicamente elaborados ou obtidos, que apresentam, em suas composic¢des, um
ou mais farmacos e outras substancias com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para
fins de diagndsticos (BRASIL, 2010)- com extrema importancia econémica e social. Logo, a
qualidade das informacGes sobre esse tipo de produto, utilizada no setor da saide, bem como
as legislacdes pertinentes sdo de extrema relevancia para a populacdo (ALLEN et al., 2013). O
tratamento medicamentoso, além de depender das orientacdes prescritas pelos profissionais de
salde, é dependente também da seguranca, eficacia e qualidade do medicamento administrado
(BRASIL, 1998).

As condigdes de armazenamento de medicamentos podem influenciar direta ou
indiretamente na formacdo de impurezas relacionadas. Impureza é qualquer componente que
esteja presente no insumo farmacéutico ativo (IFA) ou no medicamento que néo seja a propria
substancia ativa e nem os excipientes da formulacdo (BRASIL, 2015a). Podem ser formadas a
partir das interagdes quimicas entre o principio ativo e 0s excipientes, por isso devem ser
investigadas a fim de que estejam dentro dos limites estabelecidos como aceitaveis, de acordo
com a legislacdo pertinente, uma vez que podem comprometer a seguranca e eficicia no uso
destes medicamentos (BAJAJ et al., 2012).

Testes de estresse, definidos também como estudo de degradagéo forcada (EDF), tém
fundamental importancia no processo de desenvolvimento de farmacos e formulagdes, pois
proporcionam o entendimento das propriedades fisico-quimicas do IFA e do produto acabado
(ALSANTE et al., 2014). Nos ensaios de EDF, tanto o farmaco como o medicamento séo
expostos a condicOes extremas de estresse mais severas do que aquelas aplicadas no estudo de
estabilidade acelerada. Essas condi¢cbes podem proporcionar a geracdo de produtos de
degradacédo (PD) de maior relevancia (EMEA, 2003).

Em meio a necessidade de se controlar produtos oriundos da degradacdo de
medicamentos, em 2015, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou a RDC
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n° 53, que estabelece os parametros para notificacao, identificacdo e qualificagéo de PD a partir
do estudo de degradacéo forcada (BRASIL, 2015b).

A realizacdo do EDF e sua anlise critica- bem como o desenvolvimento de metodologia
para identificacdo, quantificacdo e qualificacdo dos PD- sdo imprescindiveis para as industrias
farmacéuticas, devendo ser apresentados no momento do registro, pds-registro e renovagao,
junto a Anvisa (SILVA et al., 2009; BRASIL, 2015b; BRASIL, 2015a).

Medicamentos, contendo o principio ativo metronidazol, estdo presentes na Relacdo
Nacional de Medicamentos Essenciais (Rename), com a finalidade de atender as necessidades
de salde prioritarias da populagdo brasileira, estando em consondncia com 0s principios
fundamentais do Sistema Unico de Satde (SUS), a universalidade, a equidade e a integralidade
(BRASIL, 2022). Esse medicamento é utilizado na pratica clinica como antiprotozoarios,
antimicrobianos e no tratamento da Doenca de Crohn (RANG et al., 2016). A presenca de
impurezas oriundas da degradacéao deste principio ativo € conhecida (USP, 2016; EP, 2016) e,
portanto, analisar a presenca de PD nos medicamentos de referéncia, genéricos e similares,
componentes da assisténcia farmacéutica e registrados na Anvisa, garante 0 acesso a produtos
de qualidade por toda a populacdo, mitigando riscos a saude publica (BRASIL, 2022). O
presente estudo tem por objetivo avaliar a estabilidade oxidativa de alguns medicamentos

contendo metronidazol disponiveis no mercado brasileiro.

2 METODOLOGIA
2.1 MENDICAMENTOS AVALIADOS E SQR

Medicamentos de 5 fabricantes diferentes foram avaliados: medicamento de referéncia
(MR), dois medicamentos genéricos (MG1 e MG2) e dois medicamentos similares (MS1 e
MS2). Os comprimidos de MR, MG1 e MS2 apresentavam revestimento de acordo com o
informado na caixa e na bula e os medicamentos MG2 e MS1 néo s&o revestidos. A substancia
quimica de referéncia (SQR) utilizada foi oriunda da Farmacopeia Brasileira, disponibilizada
pelo INCQS, lote corrente W2F0L1.

2.2 PREPARO DAS AMOSTRAS
Os comprimidos das amostras foram pesados, macerados e armazenados em frasco
ambar. Para cada amostra, foram preparadas solucdes de controle da reacdo (sem agente
degradante), solugdes de amostra em meio degradante (perdxido de hidrogénio a 15% v/v) e
solucdo de SQR. A concentracdo de trabalho corresponde a 0,5 mg mL* em diluente (4gua e
metanol na proporcdo 9:1). Solucdo controle do agente degradante também foi monitorado
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(15% de H202 em diluente). O periodo de exposic¢do das amostras ao agente degradante foi de

286 horas em um primeiro experimento e de 364 horas em um segundo experimento.

2.3 METODO DE ANALISE

As anélises de metronidazol e de seus produtos de degradacdo foram realizadas por
Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia com deteccdo por Ultravioleta (CLAE-UV), em
sistema Shimadzu, modelo LC-10AD. O método analitico foi adaptado de Gallo e
colaboradores (2018) com coluna cromatografica C18 (150 x 4,6 mm, 5um, ACE) e fase movel,
composta por solugdo tampdo de acetato de amodnio na concentracdo de 10 mM e pH 4 (solvente
A) e metanol (solvente B). O gradiente de fase movel permitiu a separacdo de todos 0s picos
cromatograficos. A temperatura do forno foi mantida em 35°C e foi empregado um volume de
injecdo de 10 pl. O comprimento de onda de deteccdo de 315 nm foi selecionado por
corresponder a0 maximo do espectro de absor¢do do padrdo de metronidazol. As amostras

foram analisadas em duplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O insumo farmacéutico ativo (IFA) de metronidazol (MTZ) foi identificado nos
cromatogramas dos medicamentos em estudo e do SQR, em um tempo de retencdo em torno de
32,6 minutos. Os sinais cromatogréaficos do diluente e da solucdo controle da reagdo (peroxido
de hidrogénio em diluente) nao interferiram no sinal correspondente ao MTZ nas amostras. Os
espectros de varredura de absorcdo molecular na regido Ultravioleta, no tempo de retengdo do
MTZ, foram similares em todas as amostras, com satisfatoria estabilidade dos medicamentos
antes dos testes de degradacéo.

As solucdes dos medicamentos em meio de degradacdo oxidativa (peroxido de
hidrogénio a 15%) foram analisadas por CLAE-UV, a cada periodo de 26 horas para ser
monitorado o decaimento de MTZ.

Apo6s 0 monitoramento das 286 horas do estudo de degradacéo de cada medicamento, a
area cromatogréafica do MTZ, restante em cada medicamento, foi comparada a area do MTZ,
obtida no material de referéncia (sem agente degradante). A Tabela 1 apresenta a taxa de
diminuicdo do teor de MTZ, ao longo do tempo de exposicdo ao agente degradante. Foram
observados os seguintes teores de MTZ ao final das 286 horas: o0 MR apresentou teor de
degradacéo de 31,9%; o0 MGL1 apresentou teor de 48,3%; MG2 de 44,5 %; o MS1 apresentou
teor de 62,1%; 0 MS2 apresentou teor de 61,3% e a SQR apresentou teor de 17,7%. A Figura 1
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apresenta um grafico com a tendéncia de degradacao oxidativa do MTZ para cada medicamento
em estudo, e da SQR.

Tabela 1 — Taxa de decaimento do teor de MTZ ao longo do tempo de exposi¢ao ao H20:.

Tempo de exposi¢cdo H202 (horas) — média

0 26 52 78 104 130 156 182 208 243 286
SOQR 96,7 87,6 83,5 73,7 63,9 55,2 49,5 41,5 36,1 20,0 17,7
MR 92,2 80,5 72,8 62,6 58,2 56,1 51,8 48,1 45,4 34,9 31,9
MG1 96,2 96,1 93,2 91,3 88,9 79,5 79,5 75,0 70,0 51,2 48,3
MG2 96,3 92,3 91,3 88,5 85,2 77 7T 73,0 68,2 48,5 44,5
MS1 956 | 958 | 932 | 912 | 882 | 827 | 827 | 80,7 | 774 | 652 | 621
MS2 940 | 889 | 850 | 819 | 815 | 768 | 768 | 747 | 717 | 62,7 | 613

Fonte: O autor, 2021.

% MTZ

Figura 1 — Decaimento do MTZ ao longo do tempo de exposi¢do ao H202 por 286 h.
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Fonte: O autor, 2021.

Com base nos dados obtidos da degradacdo do ativo, percebe-se que o MTZ presente
no MR sofreu maior degradacdo em relacéo aos outros medicamentos participantes do estudo.
Outra informagdo importante € que a degradacdo do SQR foi maior, pois ndo apresenta

excipientes que proporcionam protecéo ao IFA.
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Ao analisar-se os excipientes das formulagdes dos medicamentos envolvidos no estudo,
observa-se que todos apresentam os excipientes povidona e crospovidona. Em um estudo
realizado por Hartauer e colaboradores (2000), a partir da exposicéo do cloridrato de raloxifeno
a peroxidos, observou-se que a quantidade de peroxidos, que podem estar presentes na
crospovidona e povidona, esta diretamente relacionada a quantidade de produtos de degradacéao
que sao gerados.

Além dos produtos de degradacdo gerados a partir da interacdo entre 0 MTZ e o
perdxido, deve ser levado em consideracdo a presenca desses dois excipientes nas formulaces,
visto que podem estar associados a uma maior degradacdo do ativo farmacéutico.

O estearato de magnésio € outro importante excipiente farmacéutico que se faz presente
nas formulagbes dos medicamentos do estudo. Amostras comerciais desse excipiente
apresentam um percentual de impurezas de até 50%, por se tratar de uma mistura de acidos
graxos e sais, como afirma Bruni e colaboradores (2009). Tibola (2009), afirma que a
dificuldade de padronizacdo desses excipientes contribui para a falta de homogeneidade das
matérias-primas e, por conseguinte, interacdes com outros farmacos, podendo gerar produtos
de degradacéo.

Kumar e colaboradores (2009), alertam para a decomposicdo quimica do IFA de
atenolol, devido as interacfes quimicas com excipientes que podem aumentar a decomposicao
do ativo cerca de 3% ou mais nas formulacdes que apresentam amidoglicolato de sodio e a
celulose microcristalina. Esta Gltima se faz presente nas formulagdes testadas neste trabalho,
entretanto, ainda ndo ha estudos avaliando a interacao da celulose microcristalinae o MTZ para
averiguar se ha relagdo com o aumento da degradagé&o.

Outro aspecto importante observado é que a quantidade de excipientes varia entre as
formulagGes. O medicamento de referéncia totaliza 6 excipientes, j& as formulacdes dos
genericos 1 e 2 totalizam 7 e 3 excipientes respectivamente. As formulacdes dos medicamentos
similares 1 e 2 contabilizam um total de 7 e 12 excipientes, respectivamente. A quantidade e
talvez a caracteristica dos excipientes presentes no MS2 parecem ter influenciado na menor
degradacédo do ativo, em relacdo aos outros medicamentos ,e formagdo de menor nimero de
PD, quando comparado aos demais. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para averiguar se
0s excipientes interferem na formagéo dos produtos de degradacéo.

A partir das analises dos cromatogramas obtidos das amostras de referéncia dos
medicamentos e da SQR, das amostras degradadas ao final do periodo de exposi¢ao, bem como

dos cromatogramas das amostras de controle da reacédo e diluente, os sinais visualmente mais
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significativos dos produtos de degradacdo foram selecionados e numerados. Para essa selecéo,
foram desconsiderados todos o0s sinais provenientes do cromatograma do controle da reagéo.
A Figura 2 exemplifica os cromatogramas obtidos no experimento com a amostra de
SQR, o cromatograma de controle da reacdo (Figura 2a) evidencia o sinal do perdxido de
hidrogénio, assim como o cromatograma da amostra referéncia de SQR, sem agente degradante,
em gue apresenta somente o sinal cromatografico do MTZ (Figura 2b). O cromatograma da SQR
degradada (Figura 2c) apresentou sete sinais, visivelmente significativos, ao final do periodo de 364
horas de exposicao ao agente degradante. Esses sinais foram identificados como sendo produtos de
degradacdo, uma vez que estdo ausentes no cromatograma da amostra de referéncia da SQR e no

controle de reagdo. Os picos cromatogréaficos referentes aos PD foram nomeados como Pd1, Pd2,
Pd3, Pd4, Pd5, Pd6 e Pd7.

Figura 2 — Cromatogramas referentes ao (a) controle da reacéo, (b) amostra referéncia

da SQR e (c) amostra SQR exposta a agente degradante por 364 horas.
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A Tabela 2 apresenta as porcentagens de PD e MTZ (em compara¢édo a area do MTZ
inicial), formadas nas amostras em estudo, ap6s 364 horas de exposicdo ao peroxido de
hidrogénio. As amostras SQR e MR apresentaram 7 PD e menor porcentagem de MTZ restante
comparada as demais amostras. Estas amostras apresentaram maior disposi¢cdo a degradacao
oxidativa. A amostra SQR ndo apresenta excipientes, por essa razdo, 0 MTZ apresenta uma
maior exposi¢do ao agente degradante, e, portanto, uma menor porcentagem de MTZ restante
foi observada. O MTZ, na amostra medicamento referéncia (MR), estd em formulacdo com
excipientes que oferecem determinada protecdo contra o processo de degradacéo e por essa razéo o
IFA sofreu menor taxa de degradacdo em comparagdo a SQR.

As amostras de medicamentos genéricos (MG1 e MG2) apresentaram cinco PD, com
um perfil de degradacéo de baixa variabilidade entre as amostras. Nos medicamentos similares,
foram observados quatro produtos de degradacdo na amostra MS1 e trés na amostra MS2, esta
Gltima apresentando maior porcentagem de MTZ restante, mostrando ser uma amostra de maior

resisténcia ao agente degradante avaliado.

Tabela 2 — Porcentagem de PD e MTZ nas amostras avaliadas apds 364 h de exposi¢ao ao
agente degradante.

oD Tr (min) Porcentagem de produto de degradacédo nas amostras (%)
SOR MR MG1 MG2 MS1 MS2

Pd1 11,05 0,11 0,06 - - - -

Pd2 12,71 0,12 0,19 0,20 0,21 0,15 -
Pd3 13,69 0,38 0,89 1,17 1,21 1,20 0,83

Pd4 15,22 0,09 0,06 - - - -

Pd5 16,65 0,07 0,13 0,10 0,10 - -
Pd6 17,79 0,03 0,15 0,24 0,27 0,41 0,74
Pd7 18,97 1,07 1,73 1,40 1,48 1,01 1,21
MTZ 22,66 3,65 12,51 19,04 19,95 28,43 33,20

Fonte: O autor, 2021

A Farmacopeia Europeia (EF, 2016) cita 7 impurezas relacionadas ao MTZ, e a
Farmacopeia dos Estados Unidos (USP, 2016) menciona apenas 1. Os PD, identificados a partir
dos sinais gerados, predizem ser essas impurezas, entretanto, novos experimentos devem ser

realizados para confirmar esses dados.
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Importante destacar que, dentre os medicamentos do presente estudo, foi verificado que
0 MR apresentou uma maior taxa de degradacao. Esse fato corrobora para a necessidade de se
incentivar mais essa avaliagdo nos estudos necessarios para a escolha de um medicamento de
referéncia. Para a industria farmacéutica, a utilizacdo de um medicamento de referéncia como
comparador para 0s seus produtos, no que tange aos ensaios preconizados pela legislacéo, a
estabilidade é fundamental para mitigar o risco sanitario dos produtos que a industria
disponibilizara ao mercado.

Por outro lado, os produtos gerados variaram em quantidade e intensidade de sinais
quando comparados entre si e com os produtos de degradacdo gerados pela SQR. Os dados
mostraram que todos os PD gerados na SQR estavam presentes nos 5 medicamentos em estudo.
Esse fato indica ser vidvel o estabelecimento de uma SQR MTZ (degradacdo oxidativa) para
monitorar a qualidade e a seguranca dos produtos comercializados de modo mais eficiente do
gue somente pelo monitoramento com a SQR da FB, que foca somente na analise do principio
ativo MTZ. Portanto, o estabelecimento de uma SQR, contendo as principais degradac6es do
principio ativo (pela degradacdo oxidativa) seria de grande interesse para as industrias
farmacéuticas, pois teriam a disposicao, além do material estabelecido, um método de partida
mais robusto e especifico que o método farmacopeico para desenvolvimento de uma
Metodologia Indicativa de Estabilidade.

Além desse fato, os Laboratérios Oficiais responsaveis pelo monitoramento do Controle
de Qualidade (INCQS e Lacens) teriam acesso a um material certificado e método mais robusto
para mitigar o risco sanitario associado as possiveis degradacfes presentes nos produtos
comercializados.

Atualmente, os metodos farmacopeicos preconizados para realizar analises de controle
de qualidade ndo sdo mais adequados para monitorar todas as possiveis degradacfes presentes

nos produtos comercializados, conforme preconizam a RDC n° 53/2015 e RDC n° 166/2017.

3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho possibilitou avaliar a estabilidade oxidativa de 5 medicamentos,
contendo MTZ comercializados no Brasil, sendo 0o MTZ do MR 0 que apresentou maior taxa
de decaimento e maior quantidade de PD ao final do estudo; em contrapartida, o0 medicamento
similar 2 apresentou menor taxa de decaimento do MTZ e menor nimero de PD.

Os resultados sugerem gque os PD encontrados na SQR estdo presentes nos medicamentos
do estudo, em quantidade e intensidade de sinais diferentes. Esses dados sugerem a necessidade
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de avaliar as bases técnicas empregadas na escolha do candidato a medicamento de referéncia
comparador. Os dados do estudo também mostraram a presenca dos PD gerados pela SQR nos
5 medicamentos do estudo, esse fato indica ser vidvel o estabelecimento de uma SQR MTZ
(degradacéo oxidativa) para monitorar a qualidade e a seguranca dos produtos comercializados,

de modo mais eficiente.
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