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Resumo

Esta nota de aplicação descreve uma 
avaliação in silico abrangente dos 
produtos de degradação da 
cefalexina, utilizando o Módulo A - 
Produtos de degradação do 
software Degradation Plot. A partir 
dessa ferramenta computacional foi 
possível identificar os grupos funcion-
ais da cefalexina que são suscetíveis à 
degradação, assim como a predizer as 
principais vias de degradação e os 

produtos de degradação potenciais a 
serem formados em condições de 
estresse. Ademais, a avaliação in silico 
pode forneceu informações relevantes 
para definir e justificar os parâmetros 
de degradação (endpoints), que pode-
riam ser usados no delineamento 
experimental do Estudo de Degra-
dação Forçada, em conformidade com 
a RDC 53/2015, Guia 04/2015 e suas 
vindouras atualizações.
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Como reduzir tempo e custo, obtendo interpretabilidade nos estudos de 
degradação, através da Avaliação Teórica Prévia e a Análise Crítica do 
perfil de degradação exigidas no contexto das revisões da RDC 53/2015 e do 
Guia 04/2015.

Predição in silico dos Produtos de 
Degradação da cefalexina com o 
software Degradation Plot

NOTA DE APLICAÇÃO
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Panorama da Avaliação Teórica 
nos Estudos de Degradação

O estudo de degradação é uma peça 
fundamental nas documentações do 
medicamento e do IFA, e faz parte dos 
requisitos para garantir a segurança e 
eficácia do produto.

De acordo com a RDC 53/20151  e com 
o Guia 04/20152, entende-se o estudo 
do perfil de degradação potencial 
como uma avaliação crítica, que pode 
ou não conter a parte experimental 
(Estudo de Degradação Forçada), e é 
indispensável para o desenvolvimento 
de métodos indicativos de estabilidade 
(MIE). 

Além disso, uma das principais 
mudanças previstas nas revisões da 
RDC 53/2015 e do Guia 04/2015, 
será a obrigatoriedade de realizar a 
Avaliação Teórica Prévia dos produtos 
de degradação (PDs), antes de iniciar 
os estudos experimentais. 

É na Avaliação Teórica Prévia que 
deverão ser reunidas informações 
sobre as prováveis rotas de degra-
dação do IFA, por meio de pesquisas 
bibliográficas, conhecimentos 
aprofundados de química orgânica e 
análises preditivas realizadas em 
softwares (análises in silico).

A etapa de Avaliação Teórica Prévia 
tem o intuito de reunir o conheci-
mento necessário sobre o IFA ou medi-
camento, para embasar justificativas 
técnicas, assim como direcionar o 
delineamento experimental do Estudo 
de Degradação Forçada, quando 
aplicável.

Nesse sentido, Degradation Plot - o 
primeiro software brasileiro de
predição de produtos e vias de 
degradação - desenvolvido em uma 
colaboração entre a Altox e a 
Eurofarma, pode ser um poderoso 
aliado e fornecer soluções na hora de 
conduzir a Avaliação Teórica Prévia e 
no planejamento e interpretação do 
delineamento experimental.

NOTA DE APLICAÇÃO
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Degradation Plot se destaca por 
possuir três módulos integrados:
 
	 Módulo A - Produtos de 
	 degradação; 

Módulo B - Incompatibilidade 
IFA-excipientes;

	 Módulo C - Predição dos  
	 tempos de retenção. 

Com o auxílio dos três módulos é 
possível:

	3 Identificar grupos funcionais do 
fármaco mais suscetíveis à degra-
dação; 

	3 Prever os PDs teóricos,  
considerando as reações mais 
comuns para os grupos funcionais 
presentes na molécula; 

	3 Identificar quais dos PDs  
previstos já estão descritos na litera-
tura (quando aplicável); 

	3 Acessar referências bibliográfi-
cas para os PDs descritos na litera-
tura, por meio do banco de dados 
Pubchem (quando aplicável); 

	3 Identificar vias de degradação 
mais prováveis para o IFA;

	3 Identificar os excipientes que 
devem ser evitados por potencial 
de interação com o fármaco; 

	3 Predizer os produtos da  
interação do fármaco com 
impurezas potenciais presentes  
nos excipientes; 

	3 Predizer o tempo de retenção 
para os PDs de interesse;

As informações obtidas a partir de 
Degradation Plot servem, portanto, 
como ponto de partida para a elabo-
ração do relatório de predição das 
degradações do IFA isolado e do IFA 
no medicamento. 

O conhecimento, antes da etapa 
analítica, das condições de degradação 
as quais o produto é mais suscetível 
e quais as impurezas poderão ser 
formadas após a degradação forçada, 
auxilia os analistas/pesquisadores no 
planejamento dos experimentos com 
uma visão futura. Em consequência, o 
trabalho na bancada torna-se mais 
ágil e assertivo, uma vez que para 
cada condição testada já se tem a 
“expectativa” do que será ou não 
formado como produto de degra-
dação.

Isso é evidenciado em dois momentos:

NOTA DE APLICAÇÃO
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i.	 Quando o resultado experimen-
tal concorda com o estudo de 
predição, deixando o estudo bem 
simples de se justificar, inclusive 
no caso de condições nas quais a 
molécula é estável e; 

ii.	 Quando o resultado experimental 
diverge do resultado predito, pois 
permite ao analista questionar se 
o planejamento experimental foi 
realizado de forma adequada ou se 
alguma informação importante foi 
negligenciada.

Nesta nota de aplicação, o foco foi 
explorar os benefícios da análise in 
silico pelo Módulo A - Produtos de 
degradação do software Degradation 
Plot, que conta com uma vasta bibli-
oteca de mecanismos reacionais 
descritos na literatura, enriquecida 
pelo conhecimento de profissionais 
renomados, como Steven Baertschi, 
um dos maiores especialistas do 
mundo na temática de produtos de 
degradação.

A seguir é apresentado um estudo de 
caso sobre a degradação teórica do 
fármaco cefalexina.

Estudo de caso:
Degradação da cefalexina

Desafios na Predição de 
Degradação da cefalexina

A cefalexina é um antibiótico perten-
cente à classe das cefalosporinas,  
usada no tratamento de diversas 
infecções do trato respiratório, 
infecções da pele e tecidos moles, 
entre outras.  De maneira geral, a 
atividade farmacológica destes 
compostos está relacionada, 
sobretudo, à natureza dos grupos 
funcionais ao redor do anel beta-
lactâmico presente nesse tipo de 
molécula3. A estrutura molecular da 
cefalexina é apresentada na Figura 1.

Por ser altamente funcionalizada, é 
possível inferir que a cefalexina seja 
facilmente passível de degradação em 
diferentes condições de estresse, e que 
levará à formação de vários PDs.

A predição de degradação da 
cefalexina demandaria uma pesquisa 
minuciosa na literatura sobre os 
grupos funcionais presentes na Figura 1. Estrutura molecular do IFA cefalexina.

NOTA DE APLICAÇÃO
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molécula e os possíveis mecanismos 
reacionais que envolvem a degra-
dação desse ativo.

Considerando que a RDC 53/2015 e 
o Guia 04/2015 mencionam as vias 
de degradação, mas não fornecem 
detalhes sobre a padronização dessas 
condições (ex: reagente, concentração, 
tempo e temperatura de exposição), 
justificado pelo perfil único de 
cada fármaco, realizar o 
delineamento experimen-
tal da cefalexina a partir 
de uma revisão da litera-
tura pode se tornar um 
processo extremamente 
trabalhoso e demorado.

Otimizando a 
Avaliação Teórica 
dos Produtos de 
Degradação

Para realizar a predição de 
degradação utilizando
Degradation Plot, basta 
inserir a estrutura do IFA, 
neste caso da cefalexina, e 
escolher os filtros de 
probabilidade das reações 
e os tipos de reações dese-
jadas (Figura 2).

Com uma interface 
intuitiva, em questão de 

minutos Degradation Plot é capaz de 
gerar um relatório completo, reunindo 
todas as informações necessárias para 
auxiliar nos estudos de forma mais 
eficiente, eliminando a necessidade de 
realizar uma busca exaustiva na litera-
tura.

Conforme apresentado na Figura 3, 
Degradation Plot identifica (realçados 
em verde) todos os fragmentos do IFA 

NOTA DE APLICAÇÃO
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Figura 2. Tela inicial do software Degradation Plot.
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que são suscetíveis à degradação, 
apresentando um resumo das 
condições de estresse e vias de degra-
dação mais reativas para cada grupo 
funcional.

A partir das informações fornecidas 
por Degradation Plot, constata-se que 
a cefalexina de fato apresenta vários 

grupos suscetíveis à degradação, 
que estão sujeitos a reações de 
descarboxilação oxidativa, hidrólises 
ácida/básica, auto-oxidação, entre 
outras.

Ainda, para o melhor entendimento 
de cada reação, o relatório conta com 
um descritivo reacional detalhado 

Figura 3. Mapa dos fragmentos mais suscetiveis à degradação, gerado por Degradation Plot.

NOTA DE APLICAÇÃO
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(Figura 4), pelo qual o módulo oferece 
resumos da literatura, com as respecti-
vas referências, sobre a suscetibilidade 
dos grupos funcionais presentes na 
molécula, nas condições de estresse 
indicadas.

Do Teórico ao Experimental: 
Informações para auxiliar na 
escolha dos Parâmetros de 
Degradação (Endpoints)

Todas as informações teóricas geradas 
por Degradation Plot são reunidas em 
dados estatísticos para facilitar a 
visualização e compreensão de quais 
vias de degradação estão associadas a 
condições de estresse mais brandas ou 

mais severas. Conforme demonstrado 
no gráfico da Figura 5, extraído do 
report gerado por Degradation Plot, 
existe uma prevalência de PDs predi-
tos de segunda ordem (Degradation 
Step 2, 230 estruturas) quando 
comparada à quantidade predita de 
PDs de primeira ordem (Degradation 
Step 1, 16 estruturas).

Na análise de suscetibilidade de 
degradação dos grupos funcionais, 
destacam-se dois grupos da 
cefalexina, a amina primária e o 
tioéter (Figura 6), cada um deles 
envolvido em mais de 30 reações de 
degradação, cujos PDs são majoritari-
amente de segunda ordem.

Figura 4. Descritivo detalhado dos fragmentos suscetíveis à degradação, gerado por Degradation Plot.

NOTA DE APLICAÇÃO
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Considerando a facilidade com que os 
fragmentos amina primária e tioéter 
são passíveis de gerar produtos de 
degradação secundários, a escolha 
dos parâmetros de degradação 

(endpoints) deve demandar uma 
atenção especial, sobretudo nas 
condições oxidativa e de hidrólise.

A utilização de soluções de ácidos e 
bases, assim como de agentes 
oxidantes menos concentrados e 
tempos de exposição menores, pode 
ser uma boa estratégia no plane-
jamento dos primeiros experimentos 
do estudo de degradação forçada.

No que diz respeito às vias de 
degradação, o gráfico gerado por 
Degradation Plot (Figura 7) indica uma 
maior porcentagem de formação de 
PDs únicos pelas vias oxidativa e de 
hidrólise.

O número de PDs únicos preditos 

Figura 5. Quantidade predita de produ-
tos em função das etapas de degra-
dação (primeira e segunda ordens).

Figura 6. Número de reações preditas em função dos grupos funcionais presentes na molécula.

NOTA DE APLICAÇÃO
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para cada condição de degradação é 
importante no momento de avaliar 
os resultados dos experimentos do 
estudo de degradação forçada. 

Por exemplo, se experimentalmente 
não for observada degradação da 
cefalexina em uma condição especí-
fica de hidrólise, poderia-se inferir que 
os grupos presentes na molécula são 
resistentes a essa condição, principal-
mente se não houver evidências que 
indiquem o contrário. 

Por outro lado, ao considerar que a 
predição in silico indica a hidrólise 
como a segunda condição que mais 
gera produtos de degradação, fica 
evidente que os parâmetros de degra-
dação escolhidos foram muito bran-
dos e que devem ser revistos.

Quais Produtos de Degradação 
esperar no Estudo de Degra-
dação Forçada?

Tendo em vista o alto número de 
produtos de degradação que podem 
ser gerados para a cefalexina, totali-
zando 249 produtos preditos a partir 
de 17 grupos funcionais diferentes, o 
Módulo A - Produtos de degradação 
apresenta uma lista com a classifi-
cação da probabilidade de formação 
de todos esses produtos preditos, que 
variam de raros (verde), esperados 
(amarelo) até os mais prováveis 
(vermelho). Alguns exemplos dos 
produtos de degradação preditos e as 
respectivas classificações estão 
demonstrados na Figura 8.

Nota-se que as estruturas DP-1-2 e 
DP-1-3 são classificadas como produ-

tos de degradação 
prováveis de 
serem formados, 
seguidas por 
DP-1-1 e DP-1-5 
considerados 
produtos de 
degradação 
esperados e 
DP-1-4, como 
produto de degra-
dação raro. 

NOTA DE APLICAÇÃO
Predição in silico dos Produtos de Degradação da cefalexina com o software Degradation Plot

Figura 7. Número de produtos de degradação únicos em função 
dos tipos de reações para todas as etapas de degradação (primeira 

e segunda ordens).
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A lista apresenta as 
estruturas químicas, 
com as informações de 
massa exata, fórmula 
molecular, condição de 
degradação e quais 
estruturas são poten-
cialmente 
esperadas. 

Quando Degradation 
Plot identifica molécu-
las que já foram repor-
tadas na literatura, links 
de direcionamento ao 
site PubChem são 
disponibilizados abaixo 
das estruturas (azul, 
Figura 8), para que se 
possa acessar as infor-
mações disponíveis. 

O produto de 
degradação predito 
DP-1-2, por exemplo, 
possui duas estruturas 
relacionadas que foram 
efetivamente relatadas 
como produtos de degra-
dação da cefalexina: 
2-Amino-2-phenylacetic acid4, 
Impureza A da Farmacopeia Europeia 
(EP) e 7-amino-3-methyl-8-oxo-5-thia-
1-azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carbox-
ylic acid5, Impureza B da Farmacopeia 
Britânica (BP) (Figura 9).

Adicionalmente, a partir dos links para 
o Pubchem disponibilizados por 
Degradation Plot, foi possível 
encontrar facilmente dados na 
literatura sobre um estudo de 
degradação forçada da cefalexina6. 

NOTA DE APLICAÇÃO
Predição in silico dos Produtos de Degradação da cefalexina com o software Degradation Plot

Figura 8. Exemplo de algumas estruturas de produtos de 
degradação preditos, contendo as informações de massa 

exata, fórmula molecular, condição de degradação e 
probabilidade da reação.
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O artigo de Von Ahn e colaboradores, 
mostrou que as impurezas A e B são 
formadas a partir da via de hidrólise 
ácida. Contudo, os produtos majori-
tários foram obtidos a partir da 

abertura do anel beta-lactâmico, 
corroborando os dados da literatura 
sobre a susceptibilidade do anel via 
reações de hidrólise catalisada por 
ácido e base. Um exemplo dessa labili-
dade é o produto de degradação 
DP-1-3 predito por Degradation Plot, e 
descrito na literatura. Sua instabilidade 
o leva a se decompor, gerando PDs 
secundários (Figura 10).  

A reunião dessas informações permite 
ter acesso não somente aos produtos 
de degradação teóricos, mas também 
ao direcionamento das condições de 
estresse pelas quais essas estruturas 
são formadas e, em alguns casos, 
sugestões de métodos indicativos de 
estabilidade. Além disso, a partir da 
observação dos mecanismos de 
reação propostos é possível justificar 
desvios de balanço de massas nos 
casos em que ocorrer perda ou ganho 
de grupo cromóforo.

NOTA DE APLICAÇÃO
Predição in silico dos Produtos de Degradação da cefalexina com o software Degradation Plot

Figura 9. Estruturas preditas por Degradation Plot e que são descritas 
como produtos de degradação da cefalexina pelas farmacopeias euro-

peia (EP) e britânica (BP).

Figura 10. Produtos das degradações 
hidrolíticas da cefalexina.
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Implicações das Predições 
de Degradação in silico 
para o Desenvolvimento 
de Métodos Indicativos de 
Estabilidade

Marcelo Luís Wilde 
Eurofarma Laboratórios

O desenvolvimento de metodologias 
cromatográficas baseadas em 
conhecimento prévio (knowledge 
based method development) pode 
auxiliar em uma abordagem mais 
assertiva no que tange o desenvolvi-
mento de métodos que atendam a 
RDC 53/2015 e a RDC 318/2019. 
Predições in silico de produtos de 
degradação (PDs) geradas pelo Degra-
dation Plot podem ser utilizadas como 
um guia prévio auxiliando na escolha 
de:

i.	 Colunas cromatográficas mais 
apropriadas ao tipo de analito; 

ii.	 Fases móveis compatíveis; 

iii.	Comprimento de onda mais 
adequado para detectar todos os 
produtos de degradação gerados.

Não obstante, o Módulo C de Degrada-
tion Plot é uma ferramenta que auxilia 
de forma assertiva na identificação e 
caracterização de impurezas acima da 
especificação em estudos de estabili-
dade acelerada e prolongada. Essa 
ferramenta pode ser utilizada para 
um screening inicial relacionando à 
probabilidade estrutural e tempo de 
retenção preditos para os diferentes 
PDs, frente ao tempo de retenção da 
impureza alvo de qualificação. 

Outro ponto relevante acerca de 
Degradation Plot é o fato das 
predições in silico combinarem 
valores de massa exata (m/z) com 
as estruturas preditas, auxiliando na 
racionalização de dados experimentais 
gerados por cromatografia líquida 
acoplada a espectrometria de massas, 
para elucidação e identificação estru-
turais mais eficazes.

As predições in silico geradas por 
Degradation Plot podem auxiliar e, até 
mesmo, antever o comportamento do 
produto acabado frente a condições 
de estabilidade prévia e acelerada, 
auxiliando na escolha de embalagens 
mais adequadas, e evitando a 
exposição do produto acabado a 
condições que possam levar à 
formação de PDs tais como evitando 
exposição a luz, umidade, etc.

NOTA DE APLICAÇÃO
Predição in silico dos Produtos de Degradação da cefalexina com o software Degradation Plot
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Diogo dos Santos Alves 
Brainfarma Industria Química e 
Farmacêutica S/A

Os estudos in silico de degradação 
desempenham um papel crucial no 
desenvolvimento de métodos indica-
tivos de estabilidade (MIE) para medi-
camentos. 

Eles oferecem informações valiosas 
sobre possíveis rotas de degradação e 
produtos resultantes, levando em 
consideração diversos fatores. Essas 
ferramentas são vantajosas, reduzindo 
consideravelmente o tempo e os 
recursos necessários para estudos de 
degradação ao prever e selecionar 
condições de estresse relevantes. Elas 
também ajudam a identificar as vias 
de degradação mais importantes para 
o analito alvo, otimizando o desenvolvi-
mento do método.

Embora forneçam uma visão ampla 
do produto, essas ferramentas não 
dispensam a interpretação crítica do 
analista durante o estudo de degra-
dação in silico. É fundamental que o 
analista valide as conclusões do soft-
ware por meio de teorias ou experi-
mentos, considerando o perfil real do 
ingrediente ativo ou medicamento. 

Além disso, a previsibilidade da 
formação de produtos de degradação 

requer uma análise humana, 
considerando aspectos como impedi-
mento estérico e análise estrutural que 
podem não ser contemplados pelas 
ferramentas in silico.

A avaliação in silico pode apresentar 
variações de grupos funcionais que 
podem alterar a absortividade e 
detecção das impurezas. Assim, a 
capacidade preditiva das simulações 
contribui para visualizar os grupos 
cromóforos, o que afeta diretamente a 
detecção nos espectros UV-Vis. Isso 
resulta em uma melhor identificação 
das impurezas formadas, além de 
fornecer alternativas para atender aos 
requisitos regulatórios em investi-
gações e esclarecimentos estruturais 
necessários, como em análises de 
espectrometria de massas.

Uma impureza desconhecida que 
porventura possa estar acima dos 
limites de especificação no produto 
final, pode ter sido predita in silico e 
facilmente será elucidada. O deline-
amento experimental baseado nessas 
ferramentas também prevê a otimi-
zação do processo, e conceitos de QbD 
e DoE podem ser aplicados, facilitando 
tanto no desenvolvimento do MIE 
quanto nas possíveis identificações 
de impurezas formadas.

As rotas de degradação identificadas 

NOTA DE APLICAÇÃO
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nos estudos in silico são cruciais para o 
desenvolvimento do método indicativo 
de estabilidade. 

No caso da cefalexina, por exemplo, as 
vias principais - hidrólise e oxidação - 
serão priorizadas no início do processo. 
Mesmo que outras condições 
precisem ser avaliadas, o foco inicial 
estará nessas vias, onde a degradação 
é mais provável, orientando as primei-
ras etapas do desenvolvimento deste 
método.

Após o desenvolvimento do método, o 
analista deve comparar os dados obti-
dos in silico com resultados experi-
mentais, identificando semelhanças, 
diferenças e possíveis discrepâncias. A 
validação dos resultados in silico por 
meio de experimentação real é funda-
mental para garantir a confiabilidade 
das previsões futuras. 

Portanto, as ferramentas in silico 
oferecem vantagens no desenvolvi-
mento de métodos de estabilidade, 
mas não deixam de demandar a 
avaliação crítica do executor. 

Uma abordagem equilibrada entre 
dados in silico e experimentais é 
essencial para um desenvolvimento 
eficaz de métodos de estabilidade 
especialmente frente a RDC n° 53/2015 
e Guia n° 4/2015 e suas revisões.

Jefferson Luiz Fonseca da Silva
EPHAR - Instituto de Excelência 
Farmacêutica

O objetivo principal do estudo de 
degradação forçada é a obtenção do 
método indicativo de estabilidade. 
Uma vez que a etapa de exposição às 
condições de degradação produzir as 
impurezas esperadas de acordo os 
argumentos citados nesta nota de 
aplicação e o método utilizado for 
capaz de “enxergar” quaisquer que 
sejam elas (impurezas conhecidas ou 
desconhecidas), tem-se então um 
método indicativo de estabilidade que 
precisa ainda ser posteriormente vali-
dado.

No caso da cefalexina, este estudo 
demonstrou que, como a maioria 
das cefalosporinas, ela é extrema-
mente suscetível à degradação, 
destacando-se as reações de hidrólise 
e oxidação. Um mínimo contato com 
solução aquosa já é capaz de produzir 
a abertura do anel beta-lactâmico. 
Portanto, o método tem que ser não 
apenas seletivo, mas capaz de detectar 
essas impurezas a nível de limite de 
quantificação, com exatidão e precisão 
adequados. Esse conhecimento 
também pode influenciar na escolha 
do material de embalagem e das 
condições de estocagem do medica-
mento.
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Rodrigo S. Martins e Eder 
Lorenzato Jr.
Althaia S.A. Indústria Farmacêutica

Além de auxiliar na elaboração de um 
protocolo de estudo de degradação, a 
avaliação teórica de possíveis produtos 
de degradação é importante para o 
desenvolvimento de métodos analíti-
cos. Tomando como exemplo o caso 
da cefalexina, uma vez que, o software 
Degradation Plot demonstrou que 
esse IFA é sensível à hidrólise, sendo 
esta a principal via de degradação 
deste insumo, diluentes e fase móvel 
com alta porcentagem de água ou 
que possuam valores de pH extremos, 
devem ser evitados a fim de não 
favorecer degradação do IFA. 

A predição de produtos de degradação 
além de auxiliar na elaboração do 
protocolo de degradação forçada, na 
parte experimental, fornece infor-
mações importantes relacionadas aos 
grupos cromóforos dos produtos de 
degradação potenciais e como essas 
moléculas podem impactar no cálculo 
de balanço de massas, devido à degra-
dação ou alteração desses grupos 
cromóforos. 

Um exemplo disso, é a formação dos 
produtos de degradação DP-1-2, no 
qual o IFA cefalexina sofre um 
processo de hidrólise gerando dois 

produtos, os quais possuem diferenças 
nos grupos cromóforos em relação 
ao IFA e podem impactar no cálculo 
de balanço de massas (Figura 8). 

O mesmo caso se aplica ao produto 
de degradação DP-1-1, um produto 
formado devido a oxidação do grupo 
funcional alceno a um epóxido 
(Figura 8). Esta modificação pode 
alterar a absorção do produto de 
degradação formado no espectro 
de UV, quando comparado ao IFA.

Ainda em relação à cefalexina, a 
predição de produtos de degradação 
auxilia nas estratégias de identificação 
de impurezas no estudo de estabili-
dade. Uma vez que uma impureza 
desconhecida atinge o limite de iden-
tificação, conforme preconizado na 
RDC 53/2015, esta impureza deverá ter 
a sua estrutura elucidada, seja pela 
confirmação estrutural utilizando 
técnicas analíticas como Espectrome-
tria de Massas (EM) e Ressonância 
Magnética Nuclear (RMN) ou através 
de comparação com um padrão 
caracterizado. 

Uma outra alternativa seria pela 
proposta de um mecanismo de degra-
dação que leve a uma estrutura confir-
mada com uma técnica espectro-
scópica de caracterização (EM, RMN ou 
infravermelho). 
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Por exemplo, impurezas da cefalexina 
oriundas do estresse oxidativo, como 
DP-1-1 e DP-1-5 (Figura 8), podem ser 
identificadas via sua correlação entre o 
mecanismo de formação da impureza 
proposto por Degradation Plot e sua 
massa molecular a partir de amostras 
analisadas por HPLC-MS, sem a 
necessidade de compra de padrão 
ou outras técnicas de elucidação 
estrutural.

Um último ponto em relação à 
importância de realizar um estudo 
teórico prévio de prováveis produtos 
de degradação, é no sentido de preve-
nir a formação de produtos de degra-
dação ao longo da vida útil do produto. 
Neste caso, durante o desenvolvi-
mento do produto e a depender da via 
de degradação do ativo, é possível 
utilizar um material de embalagem 
que é mais impermeável à umidade,  
que possua propriedades fotoproteti-
vas ou, ainda, evitar um processo de 
compressão por via úmida, entre 
outros exemplos. 

Além disso, a predição teórica prévia 
também auxilia na identificação de 
possíveis produtos de degradação com 
alerta estrutural para genotoxicidade 
via análise in silico, de modo a orientar 
e estabelecer pontos de atenção rela-
cionados a essas impurezas.

Angelica Abido, Gustavo P. da 
Silva e Lillian F. S. Nascimento
Apsen Farmacêutica

Em virtude das diversas reações 
químicas que podem acontecer 
envolvendo a molécula da cefalexina, 
considerando as abordagens in silico, 
bem como o conhecimento da 
reatividade dos grupos funcionais, 
destacam-se aquelas envolvendo 
tanto grupos nucleofílicos (por 
exemplo, amina primária e tioéter, 
Figura 6), quanto grupos eletrofílicos 
(por exemplo, anel beta-lactâmico e 
amida secundária, Figura 3). 

Neste contexto, tratando-se de 
processos oxidativos, sejam eles de 
natureza polar ou radicalar, o grupo 
funcional tioéter representa um alvo 
bem característico, pois devido aos 
pares de elétrons livres do átomo de 
enxofre e sua elevada polarizabilidade, 
o torna um sítio propenso a reagir com 
espécies reativas de oxigênio como, 
por exemplo, a substância química 
peróxido de hidrogênio, conduzindo a 
formação da nova ligação química 
S=O.

No que tange as reações de hidrólise, o 
anel beta-lactâmico representa um 
potencial alvo molecular para ter sua 
ruptura por agentes nucleofílicos (por 
exemplo, molécula de água – catálise 
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ácida ou íon hidroxila – catálise básica). 
Tal labilidade química é pertinente à 
tensão anelar existente neste anel 
heterocíclico de quatro membros, 
tornando-o apto a ser aberto quando 
na presença de condições ácidas ou 
básicas.

Complementarmente, em vista 
da existência conjunta de grupos 
nucleofílico e eletrofílico na molécula 
da cefalexina, o arranjo atômico 
estrutural destes grupos permite a 
ocorrência da reação intramolecular 
entre os grupos amina primária 
(nucleófilo) e anel beta-lactâmico 
(eletrófilo), favorecendo a ruptura do 
anel heterocíclico de quatro membros, 
para o surgimento de um novo 
sistema heterocíclico do tipo 
piperazinona.

Além disso, a presença da amida 
secundária na molécula da cefalexina, 
também representa um potencial 
sítio de reatividade em condições 
hidrolíticas ácidas e básicas, pois 
como trata-se se um sítio eletrofílico 
decorrente da eletrofilicidade do Csp2 
da ligação C=O, os ambientes catalíti-
cos podem auxiliar a reação de 
hidrólise deste grupo.

Jardel A. Moreira e Diana L. L. B. 
Costa
Hypera Pharma

O relatório do software contendo a 
avaliação da reatividade dos grupos 
funcionais presentes na molécula e 
suas possíveis vias de degradação, 
possibilita direcionar os estudos de 
degradação de maneira mais assertiva, 
principalmente com relação a 
condições oxidativas onde se pode ter 
produtos de degradação gerados, por 
exemplo, por ataque nucleofílico e/ou 
autoxidação. 

Uma exemplificação disso é que o 
estudo de estresse usando peróxido é 
um bom modelo para predição de 
produtos de degradação gerados por 
ataque nucleofílico, porém não é um 
bom modelo para prever reações por 
autoxidação. Enquanto um estudo 
de estresse utilizando um iniciador 
radicalar é mais adequado para prever 
perfil de degradação mais realístico 
gerado por autoxidação. Através do 
software é possível realizar essa 
distinção e, além disso, possibilita a 
obtenção de um perfil de impurezas 
predito mais completo, o qual 
contemple de forma abrangente 
todas as eventuais vias de degradação.

Adicionalmente, a predição teórica da 
reatividade dos grupos funcionais 
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presentes no IFA pode orientar 
também no desenvolvimento da 
formulação do fármaco, de forma a 
evitar o uso de excipientes que 
tenham características químicas ou 
contaminantes que possam causar a 
formação de produtos de degradação 
indesejáveis. Neste contexto, o estudo 
teórico disponibilizado pelo software 
pode mitigar a necessidade de estu-
dos de qualificação de impurezas no 
produto final, minimizando eventuais 
intercorrências e trazendo um ganho 
de tempo para a empresa.

Um conhecimento prévio das proprie-
dades físicas e químicas dos possíveis 
produtos de degradação de uma 
formulação é de grande valia para 
traçar estratégias assertivas acerca 
do desenvolvimento analítico, tanto 
relacionados a desafios cromatográfi-
cos, como no preparo de amostras. 
Informações estruturais dos produtos 
de degradação mais prováveis, bem 
como suas propriedades, tais como 
pKa e logP, auxiliam na escolha da fase 
estacionária e da fase móvel adequa-
das para otimizar o tempo de análise 
nas diferentes condições de estresse. 

Deste modo o tempo gasto com 
desenvolvimento analítico pode ser 
consideravelmente reduzido, pois o 
escopo da susceptibilidade das degra-
dações foi avaliado previamente.

Conclusão

A ferramenta in silico Degradation Plot 
é uma poderosa aliada para reduzir 
custos, otimizar o tempo nos estudos 
de degradação de fármacos e direcio-
nar as investigações trazendo uma 
compreensão mais ampla do espaço 
químico reacional, incompatibilidades, 
vias de degradação do fármaco e 
estruturas dos PDs que podem ser 
teoricamente possíveis, tendo como 
resultado maior interpretabilidade, 
constituída na Avaliação Teórica Prévia 
e análise crítica do perfil de degra-
dação geralmente exigida pelo órgão 
regulador.

Através do estudo de caso envolvendo 
a cefalexina e usando o Módulo A 
- Produtos de degradação, é possível 
inferir que o DegradationPlot fornece 
informações teóricas indispensáveis do 
ponto de vista regulatório, identifi-
cando grupos funcionais suscetíveis à 
degradação, vias de formação dos 
produtos de degradação e suas proba-
bilidades, além de auxiliar no deline-
amento dos ensaios experimentais ou 
interpretação de eventuais achados 
obtidos na parte prática dos estudos 
de degradação forçada.

Todas essas vantagens permitem 
evitar desperdícios, reduzir o tempo 
necessário para a realização da 
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Avaliação Teórica Prévia e Estudos de 
Degradação Forçada, além de auxiliar 
na identificação de moléculas para 
posterior avaliação toxicológica, 
evitando exigências relacionadas à 
falta de análise crítica ou de 
informações teóricas que suportem 
os dados da parte prática submetidos 
aos órgãos reguladores.

Embora nem todos os produtos de 
degradação teóricos sejam formados 
no mundo real na forma de PDs 
potenciais (em condições de stress) 
ou reais (em condições de estabilidade 
longa duração), dependendo da 
formulação específica, da ativação ou 
inativação de vias de degradação, 
contribuição de excipientes no 
produto específico (ex: antioxidantes, 
estabilizantes, absorventes, etc.), a 
abordagem de Avaliação Teórica Prévia 
e análise crítica do perfil de degra-
dação fornecem uma base sólida para 
que a parte prática seja conduzida 
com sucesso. O software permite 
ainda modular as condições de stress, 
de maneira a gerar PDs mais prováveis, 
aqueles já foram relatados na litera-
tura, e filtrando os demais PDs de 
menor probabilidade de formação.  

É importante salientar que nem 
sempre há dados publicados sobre a 
degradação de fármacos, e isso não 
significa que aquele fármaco não é 

suscetível aos endpoints de degra-
dação e que não formará produtos de 
degradação em condições de stress ou 
estabilidade de longa duração. O 
analista/pesquisador experiente já 
deve ter ouvido o famoso axioma de 
que “ausência de evidência não é 
evidência de ausência”. Assim, os 
softwares ou o conhecimento em 
química orgânica são essenciais para ir 
além dos gaps de literatura. De forma 
mais assertiva e eficiente, essa 
abordagem é essencial para garantir 
conformidade regulatória no que diz 
respeito a Avaliação Teórica Prévia e a 
Análise Crítica do perfil de degradação 
exigida no contexto das revisões da 
RDC 53/2015 e do Guia 04/2015. 
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