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RESUMO

Oleos essenciais sdo extratos obtidos através de plantas aromaticas e em
determinados casos apresentam propriedades como atividade anti-inflamatoria e
inibitoria da proliferagdo de bactérias sendo assim os dleos esséncias estao contidos
em uma série de produtos dos diversos setores da industria, variando entre
conservantes e aromatizantes. No entanto pouco se sabe sobre o perfil de degradagao
e toxicidade dos produtos de degradagcdo dessas moléculas uma vez que as
legislagdes vigentes nas areas relacionadas nao cobram elaboracao de estudo de
estabilidade. Neste contexto o estudo teve por objetivo determinar a toxicidade in silico
dos produtos de degradagado obtidos por estresse fotolitico do 6leo essencial de
manjerona visando demonstrar a importancia de monitorar determinados produtos de
degradagdo que apresentam alertas estruturais para a mutagenicidade,

carcinogenicidade e toxicidade aguda.

Palavras-chave: 6leos essenciais, perfil de degradacao, estresse fotolitico, in silico,

mutagenicidade, carcinogenicidade.
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ABSTRACT

Essential oils are extracts obtained from aromatic plants and in cases have
properties such as anti-inflammatory activity and inhibitory proliferation of bactéria, the
essential oils are contained in a number of products from various industry sectors,
ranging from preservatives to flavorings. However, there are not many studies about
the degradation profile and toxicity of the degradation products of these molecules
since the laws in force in the related areas do not require elaboration of stability studies.
In this context the objective of this study was to determine the in silico toxicity of
degradation products obtained by photolytic stress of marjoram essential oil in order to
demonstrate the importance of monitoring certain degradation products that have

structural alerts to mutagenicity, carcinogenicity and acute toxicity.

Keywords: essential oils, degradation products, photolytic stress, in silico,

mutagenicity, carcinogenicity.
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1 INTRODUGAO

Oleos essenciais s&o compostos volateis, naturais e complexos caracterizados
por um forte odor e formados a partir de plantas aromaticas como metabdlitos
secundarios. Sao geralmente obtidos por vapor ou hidrodestilagdo e conhecidos por
suas caracteristicas antissépticas, bactericida, viricida e fungicida, por propriedades
medicinais e fragrancia, de longa data sao usados na preservagao de alimentos e
como remédios antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatorios,

espasmoliticos e anestésicos locais.’

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham um papel importante quanto a
protecao das plantas como antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas e
também contra herbivoros, além de atrair insetos para favorecer a dispersao de pélens

e sementes, ou repelir outros indesejaveis.’

Os oleos essenciais sdo extraidos de varias plantas aromaticas geralmente
localizadas em paises temperados e tropicais, onde representam uma parte
importante do conjunto de compostos tradicionais. Apresentam-se na forma de
liquidos, volateis, limpidos e raramente coloridos, lipossoluveis e soluvel em solventes
organicos com uma densidade geralmente menor que a da agua podem ser
sintetizados por todos os 6rgaos da planta, ou seja, botbes, flores, folhas, caules,
galhos, sementes, frutas, raizes, madeira ou casca, embora mais comumente estejam
armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou

tricomas glandulares.?

Existem varios métodos para extrair 6leos essenciais. Estes podem incluir o
uso de dioxido de carbono liquido ou micro-ondas, e principalmente destilagédo de
baixa ou alta pressdo empregando agua fervente ou vapor quente. Devido as suas
propriedades bactericidas e fungicidas, uso farmacéutico e alimentar estdo cada vez
mais difundidas como alternativas aos produtos quimicos para proteger o equilibrio
ecoldgico.Nestes casos, a extracdo por destilagcdo a vapor ou por expressao, por

exemplo para citros é preferida.’



Para perfumaria, a extragdo com solventes lipofilicos e as vezes com diéxido
de carbono supercritico é favorecida. Assim, o perfil quimico dos derivados de 6leos
essenciais ndo difere apenas o numero de moléculas, mas também na estereoquimica
das mesmas, o tipo de extragao é escolhido de acordo com o propédsito do uso. O
produto de extragdo pode variar em qualidade, quantidade e composi¢ao de acordo

com o clima, composigao do solo, 6érgéao vegetal, idade e estado vegetativo da planta
3,4

Assim, a fim de obter 6leos essenciais equivalentes, sdo extraidos sob as
mesmas condi¢des do mesmo 6rgao da planta que vem crescendo 0 mesmo solo, sob
o mesmo clima e foi escolhido na mesma temporada. A maioria dos produtos
essenciais comercializados sdo quimiotipados por cromatografia gasosa e massa
analise espectrométrica. Monografias analiticas foram publicado (Farmacopeia

Europeia, ISO, OMS) para garantir a boa qualidade 6leos essenciais®.

Oleos essenciais tém sido largamente empregados por suas propriedades ja
observadas na natureza, e atualmente, aproximadamente 3000 6leos essenciais séo
conhecidos, 300 dos quais sdao comercialmente importantes especialmente para o
farmacéutico, industrias agrondmicas, alimenticias, sanitarias, cosméticas e de
perfumaria. Alguns extratos como, D-limoneno, acetato de geranila ou D-carvona sao
empregados em perfumes, cremes, sabonetes, como aditivos de sabor para

alimentos, em fragrancias para produtos de limpeza doméstica e solventes industriais.

Alguns Oleos essenciais parecem apresentar propriedades medicinais
especificas que foram reivindicadas para curar uma ou outra disfungcéo organica ou

disturbio sistémico 67

Devido a nova atragcdo por tais produtos naturais, e apesar de sua ampla
utilizagdo, ainda é importante desenvolver uma melhor compreensao de seu modo de
acgao bioldgica, e perfil de degradac¢ao dos compostos para novas aplicagdes na saude
humana, agricultura e no meio ambiente, para que se consolidem cada vez mais como
alternativa ou complementos eficazes aos compostos sintéticos da industria quimica,

sem mostrar os mesmos efeitos secundarios &.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Promover o estresse de um 0leo essencial e posterior identificacdo dos
produtos de degradagdo gerados e sua toxicidade quanto a mutagenicidade e

carcinogenicidade

1.1.2 Especificos

Determinar o perfil de degradacdo do estresse fotolitico da manjerona,
identificando seus principais componentes e avaliando a toxicidade in silico dos

produtos de degradagao majoritarios buscando por alertas estruturais.

1.2 JUSTIFICATIVA

No processo de desenvolvimento de um novo farmaco, o 6rgao regulador
ANVISA solicita uma série de estudos sempre embasado na seguranga do produto. O
principal requerimento é a obtengdo do perfil de degradagdo?®, ja4 o mesmo nivel de
conhecimento n&o é solicitado pelo mesmo o6rgéo regulador quando se trata de

moléculas aplicadas a segmentos correlatos tais como cosméticos e alimenticio.

No contexto apresentado, vale a investigacdo do perfil de degradagao e
principalmente da toxicidade das impurezas formadas no estresse, (fotolitico),
aplicado as moléculas constituintes do 6leo essencial da manjerona cuja as principais
aplicagbes esta relacionada ao setor alimenticio, uma vez seus produtos de
degradacao apresentam grandes similaridades com produtos de degradagao dos
farmacos que por sua vez sao rigorosamente controlados durante toda a vida util do

produto.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PRODUTO DE DEGRADAGAO

S&o impurezas resultantes de alteragbes quimicas que surgem durante a
fabricacdo ou armazenamento do produto. Impureza é qualquer componente presente
no insumo farmacéutico ou no produto terminado que nao seja o proprio insumo

farmacéutico ativo nem os excipientes As principais impurezas que podem estar



presentes nas matrizes de produtos formulados sdo aquelas derivadas do processo
de sintese de seus componentes (impurezas organicas, inorganicas e solventes
residuais), além daquelas resultantes de alteragbes quimicas que surgem durante a

fabricacdo ou armazenamento do medicamento.

Diante da necessidade do controle de produtos de degradagao nao desejados
durante o estudo de estabilidade de medicamentos, aliada ao fato de que a presenca
destas substancias, mesmo em quantidades minimas, pode interferir na seguranga e
eficacia dos medicamentos faz-se necessario o desenvolvimento de metodologias
indicativas de estabilidade com especificidade e seletividade suficientemente
acuradas para identificagdo e quantificacdo desses compostos. Os produtos de
degradagdo sdo compostos originarios da degradagdo do principio ativo ou
excipientes de uma formulagdo, podendo surgir durante o armazenamento do
medicamento ou diante de situa¢des de estresse, como por exemplo, exposi¢ao a luz,
temperatura, pH, umidade ou no transporte. Podem ser gerados também por
incompatibilidade entre farmaco e excipientes, ou devido ao contato com a
embalagem primaria Estudos de degradacéo forcada sdo estudos que permitem a
geracao de produtos de degradacéao, por meio da exposi¢ao do insumo farmacéutico
ativo e produto acabado a condicbes de estresse, como por exemplo, luz,
temperatura, calor, umidade, hidrolise acida/basica e oxidagéo, entre outras. Estes
estudos permitem o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade com
especificidade e seletividade adequada, e também fornecem informacdes a respeito

das possiveis rotas de degradagdo de um determinado produto °.

2.2 ESTUDO DE DEGRADAGAO FORGADA

O estudo de degradacgéao forcada é, a ferramenta utilizada para se obter um
perfil de degradacao para o desenvolvimento do método indicativo de estabilidade. No
entanto, como o perfil de degradagao depende das condigcbes a que se expde o
produto, o perfil obtido na degradacgao forgada nao sera igual ao obtido no estudo de
estabilidade. Dai a necessidade da realizagdo de degradagao forcada em diversas
condicdes para gerar todos os PD que aparecerao nos estudos de estabilidade. Na
pratica, percebe-se que geralmente aparecem mais PD na degradagao forgada do que
no estudo de estabilidade; portanto, o perfil do estudo de degradagao forgada € maior

que o perfil de degradacgéo “real”. Trata-se de um perfil de degradagéo “potencial”.’®
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2.3 PERFIL DE DEGRADAGAO

O perfil de degradagao é o conjunto de produtos de degradagao observados no
insumo farmacéutico ativo (IFA) ou no medicamento quando exposto a determinada
condicdo. Por “condigao”, entende-se um conjunto de parametros, por exemplo,
temperatura, pH, tempo, umidade. O perfil de degradagéo de interesse sanitario &
aquele gerado pela condi¢ao a qual o medicamento € exposto em sua vida util, que é
simulada no estudo de estabilidade em longa duragdo. Portanto, o perfil de
degradacao de interesse sanitario € aquele obtido apds a exposicado do medicamento
ou IFA a temperatura e umidade da estabilidade de longa duragéo, pelo tempo
equivalente a sua vida util. Para efeito deste guia, este perfil de degradacgao, de
interesse sanitario, sera definido como perfil de degradacao “real’. O estudo de
estabilidade acelerado, apesar de ser primariamente preditivo, seu perfil de
degradacdo pode ser relevante em situacbes especiais, como nos casos de

concessao de prazo de validade provisorio. 1°

Um método indicativo de estabilidade para produtos de degradagao € aquele
capaz de detectar e quantificar todos os PD relevantes do perfil de degradacgao “real”.
Porém, nao é possivel desenvolver tal método utilizando-se apenas amostras do IFA
ou medicamento no final do estudo de estabilidade de longa durag&o porque em geral

a degradagao € pequena, sendo possiveis dois tipos de problemas:

1. Caso seja observada uma ligeira redugdo no resultado de teor sem
observacao de produtos de degradacéo, nao é possivel saber se a ligeira reducao é
somente uma variagao intrinseca da analise ou se houve, de fato, degradacéo e o PD
nao esta sendo detectado.

2. Caso nao seja observada variagdo de teor, ndo € possivel saber se
realmente ndo houve degradacéo ou se nao ha separacao entre o pico do IFA e de

seus PD.

Por estes motivos, € necessario causar deliberadamente a degradacédo em
maior escala do IFA ou medicamento, expondo-os a condicbes mais extremas que
aquela praticada no estudo de estabilidade de longa duragdo. O seja, € necessario

realizar o estudo de degradacgao forcada, também chamado de estudo de estresse.



O estudo do perfil de degradacdao deve ser realizado: no registro do
medicamento, para todas as concentracdes e formas farmacéuticas; em inclusdes de

novas concentragdes e formas farmacéuticas; além de em alteragdes pos-registro.

Cabe ressaltar que o perfil de degradagéao “potencial” pode ser diferente do
‘real” tanto qualitativamente (compostos diferentes) quanto quantitativamente
(concentragdes diferentes), mas do ponto de vista qualitativo, o perfil “real” esta
contido no perfil “potencial”’. Os perfis de degradagcdo obtidos no estudo de
estabilidade acelerada e de longa duragdo também podem ser qualitativa e

quantitativamente diferentes.

Perfil de degradacao

"potencial”
(degradagdo
forcada)

Perfil de degradacio
da estabilidade
acelerada

Perfil de degradacao
“real” (estabilidade
de longa duracio)

Figura 1-Esquema sobre o perfil de degradacao

2.4 PERFIL DE DEGRADAGAO DE OLEOS ESSENCIAIS
A degradacdo dos oOleos essenciais depende varios fatores externos como
temperatura, luz, e oxigénio disponivel. Além disso, da prépria composigao do 6leo, e
presenca de impurezas que também podem influenciar diretamente na estabilidade e

por consequéncia no perfil de impurezas formado.
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Considera-se que a luz ultravioleta (UV) e a luz visivel (Vis) aceleram os
processos de auto oxidacido, desencadeando a abstragdo de hidrogénio que resulta
na formacao de radicais alquilicos. Tal observacao foi confirmada nos perfis de
degradacgao dos 6leos de louro e erva-doce e especialmente quando se trata de
monoterpenos, sao evidenciadas a capacidade de degradar rapidamente sob a
influéncia da luz O mesmo estudo também relatou reacdes de transformacao
ocorreram no 6leo de manjerona durante o armazenamento sob luz que levou a
formacédo de varios nao identificados componentes menores. Muito recentemente,
Turek e Stintzing (2011b; 2012) mostrou que as mudangas em varios 6leos essenciais
foram promovidas sob o impacto da luz, no entanto, éleos de espécies vegetais
variadas respondeu diferentemente: enquanto o 6leo essencial de tomilho nao alterou
muito, o 6leo de alecrim acabou por ser muito suscetivel a ser estressado pela

radiacao uv-vis.

A radiagdo também €& crucial em um segundo mecanismo de reacao,
denominada fotooxidagdo, mecanismo no qual oxigénio atmosférico € levado ao
estado singlete (excitado) e essa nova configuracao, eletrofilica ndo radicalar passa a
reagir diretamente com a dupla ligagcéo presente na estrutura do material levando a
formacgao de hidroperéxidos apds abstragao de hidrogénio alilico. Conforme esquema

da Figura 2

11



Acidos
Alcoois
Epdxidos

Cetonas

Perdxidos

hidroperoxidos

Figura 2 - Esquema da formacgao de hidroperéxidos e abstracao de
hidrogénio alilico a partir de alfa terpenos

Alternativamente, a foto oxidagdo de a-terpenos podem gerar endoperoxidos,
cetoepoxidos e diepoxiodos como apresentado na Figura 3, também é observado um
possivel mecanismo de reagao para oxidagao a partir do 4-terpinol, via formacao de

peréxidos e passando pela formagao de 1,2,4-trihidroxi e chegando ao produto final
da reacao o p-cimeno.
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p-cimeno

=

\ 5
" 0] 0
a-Terpineno % %

Diepdxido

Endoperdxido
N

Cetoepoxido

Figura 3 - Esquema da formagao de peréxidos e epoxidos a partir de alfa

terpenos

.0

7N
‘ O
O;
_..__.._).
OH OH
terpinen-4-ol terpinen-4-ol 1,2,4-trihydroxy

peroxide menthane
> 2H (

terpinenes proymene

Figura 4 - Oxidagao a partir do 4-terpinol, via formacao de 1,2,4-trihidroxi
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2.5 IDENTIFICAGAO DE UM PRODUTO DE DEGRADAGAO

A identificagdo dos produtos de degradagao é fundamentada nos guias ICH
Q3A (R2)'? e Q3B (R2)'® e devem ser realizadas nas situagdes previstas na resolugao

de produtos de degradacao.

Sao métodos considerados aceitaveis na identificacdo de um produto de

degradacgéo:

¢ Injecdo de um padrao caracterizado ou farmacopeico de uma substancia
que tenha o mesmo tempo de retencdo e o mesmo espectro de UV no
meétodo indicativo de estabilidade;

e Um mecanismo de degradagado proposto que leve a uma estrutura
confirmada com uma técnica espectroscopica de caracterizagao (espectros
de massas, de RMN, infravermelho);

e Caracterizagcao conclusiva, realizada com pelo menos duas técnicas
espectroscopicas diferentes (espectros de massas, de RMN,

infravermelho).

2.6 QUALIFICACAO DE UM PRODUTO DE DEGRADAGAO

A qualificagao dos produtos de degradacao também é fundamentada nos guias
ICH Q3A (R2) e Q3B (R2) e deve ser realizada nas situagdes previstas em tais guias
e por consequéncia no procedimento para qualificacdo de produtos de degradagao
devendo necessariamente ser precedido pela classificagao do produto de degradagao
de acordo com seu potencial de mutagenicidade e carcinogenicidade.

Essa classificagdo pode ser baseada em guias internacionais. Para a condugéao
de ensaio de qualificacdo de uma impureza de degradagao, recomenda-se que 0s
estudos de seguranga considerem a populagcdo de pacientes, a dose diaria e a

duragao da administragcdo do medicamento.

Para a conducdo dos estudos, deve ser avaliado potencial genotoxico do
produto de degradacdo a fim de determinar mutagdes pontuais e aberragdes
cromossOmicas além de estudos de toxicidade geral. O estudo devera ser realizado
em especies animais mais susceptiveis a detec¢ao de potencial toxicidade do produto

de degradacdo. Esses estudos devem contemplar duragdo minima de 14 dias e
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maxima de 90 dias. Recomenda-se a opcgao pelo (s) ensaio (s) que seja mais

adequado a analise a ser realizada.

Em geral, a investigacado do potencial genotoxico € considerada relevante para
a avaliagao. A verificacdo quantitativa das relacdes entre a estrutura quimica e a
atividade biolégica (QSAR) pode ser utilizada como suporte a fim de complementar as
avaliagdes realizadas. Esta avaliacdo deve ser realizada por modelos adequados de
toxicologia computacional, seguindo guias globalmente aceitos. Estes estudos podem
ser conduzidos com o produto de degradacéao isolado ou com a molécula em estudo
contaminada com quantidade coerente com a concentragdao encontrada no estudo de

estabilidade.

2.7 GUIA PARA ESTABILIDADE OBTENGAO DE PRODUTOS DE
DEGRADAGAO, IDENTIFICAGAO E QUALIFICAGAO DE DEGRADAGAO
EM MEDICAMENTOS (ANVISA)

O sucesso de um tratamento medicamentoso depende ndo somente da
utilizacdo do medicamento de acordo com a orientacao prescrita pelo profissional de
saude, mas também da segurancga, eficacia e qualidade do medicamento
administrado. Em relagé&o a seguranca de um farmaco, este aspecto esta relacionado
ao perfil farmacolégico do mesmo, aos efeitos adversos causados por esse

medicamento e com as impurezas que podem estar presentes em sua formulagao.

No entanto, a seguranca se refere a um conceito relativo, pois, todo
medicamento pode ser tanto prejudicial como benéfico. Nesse sentido, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) vem estabelecendo diretrizes para a
conducgao de estudos que garantam a qualidade, seguranga e confiabilidade dos
medicamentos desenvolvidos no Brasil, de forma a harmonizar sua regulamentacéo
legal com o0s requisitos existentes em diretrizes de agéncias reguladoras

internacionais

Neste contexto, Guia 04/2015 tem o objetivo de expor o racional da agéncia e
demonstrar o melhor entendimento para o cumprimento da Resolugdo-RDC n° 53, de
4, de dezembro de 2015, mais especificamente, na realizacdo de estudos de
degradacéo forgada e estudos de perfil de degradagao, na identificagao e qualificagéao

de produtos de degradacéo (PD). Abrangendo os temas:
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1. Realizacao do estudo de degradacgao forgada;
2. Documentacéo a ser enviada para a ANVISA sobre perfil de degradacgéo;
3. Procedimentos para identificagdo de produtos de degradacéo; e

4. Procedimentos para qualificagdo de produtos de degradacao.

2.8 ICHM7(R1)" - AVALIAGAO E CONTROLE DE IMPUREZAS DNA REATIVAS
(MUTAGENICAS) EM FARMACOS PARA CONTROLE DO POTENCIAL
CARCINOGENICO

Com o propdsito de fornecer uma estrutura de analise pratica e aplicavel na
Identificagdo, categorizacao, qualificagdo e controle de impurezas mutagénicas para
limitar risco carcinogénico em potencial. Tal diretriz destina-se a complementar o ICH
Q3A (R2), Q3B (R2) e ICH M3 (R2). Enfatizando consideragbes de seguranga e

gerenciamento de risco e qualidade em estabelecer niveis de impurezas mutagénicas.

O Guia descreve as recomendacdes para avaliagao e controle de impurezas
mutagénicas que residam ou se espere razoavelmente que residam na substancia ou
produto final do medicamento, consideragdo as condi¢gdes pretendidas de uso
humano. Conforme o guia ICH M7 a avaliagdo do risco mutagénico e carcinogénico
envolve a analise inicial das impurezas presentes e potenciais através de uma
pesquisa de dados de carcinogenicidade e de mutagenicidade bacteriana na literatura
e em bases de dados, de modo a classificar as impurezas nas classes de 1 a 5, como
descritas na Tabela 1 Se os dados para realizar a classificagdo nédo estiverem
disponiveis devera ser realizada uma avaliagdo das relagdes estrutura-atividade
(SAR) focada em previsdbes de mutagenicidade bacteriana, de modo a obter a

classificagado das impurezas nas classes.

Deve ser realizada uma avaliagdo toxicologica computorizada usando
metodologias QSAR que estabelegam uma previsdo do outcome de um teste de
mutagenicidade bacteriano. Nessa avaliagdo devem ser aplicadas duas metodologias
QSAR complementares, uma baseada em regras de especialistas e outra baseada
em estatistica. Os modelos QSAR usados devem seguir os principios gerais de

validacdo da OCDE (Organizagéao para a Cooperagéo e Desenvolvimento Econdmico)
16



Se o resultado das duas metodologias QSAR complementares for a auséncia

de estruturas de alerta pode concluir-se que as impurezas nao levantam
preocupacgdes de mutagenicidade e ndo s&o necessarios mais testes.
Tabela 1 - Classificagao e agao correlata do ICH M7
Classe Definicdo Acdo de controlo proposta
I Carcinogéneos mutagénicos conhecidos | Controlar com um limite igual ou inferior ao
limite especifico do composto
2 Agentes mutagénicos com potencial Controlar com um limite igual ou inferior ao
carcinogénico desconhecido limite calculado com base no TTC
apropriado
3 Estrutura de alerta nio relacionada com | Controlar com um limite igual ou inferior ao
a substincia ativa e sem dados de limite calculadc com base no TITC
mutagenicidade apropriado ou realizar um teste de
mutagenicidade bacteriana
[Teste negativo (composto ndo mutagénico)
= classe 5]
[Teste positivo (composto mutagénico) =
classe 2]
4 Estrutura de alerta também presente na | Tratar como impureza nio mutagénica
substincia ativa ou em sustincias
aparentados (por exemplo, produtos
intermeédios do processo de sintese)
com resultado negativo num teste de
mutagenicidade.
5 Sem estruturas de alerta, ou alertas Tratar como impureza ndo mutageénica

estruturais com dados suficientes para
demonstrar falta de mutagenicidade ou
carcinogenicidade




A ingestdo aceitavel de uma impureza mutagénica é 1,5 pug por dia €
considerada associada a um risco negligenciavel (risco teérico de cancer de <1 em
100.000 durante uma vida inteira de exposi¢ao) e pode, em geral, aplicada na maioria

das situagbes como um limite aceitavel para controle.

Essa abordagem normalmente seria usada para impurezas mutagénicas
presentes em produtos farmacéuticos para tratamento a longo prazo (> 10 anos) e
onde nao existem dados de carcinogenicidade (classes 2 e 3). Tal valor pode ser
ajustado em funcao da duragao do tratamento e passa a assumir os valores da Tabela

2 a sequir.

Tabela 2 — Ingestoes diarias aceitaveis para impurezas individuais

Duragao do A
<1 més >1-12meses | >1-10 anos >10 anos
tratamento
Dose diaria
ingerida 120 20 10 1,5
(ug/dia)

2.9 PREDIGAO IN SiLICO

Segundo a IUPAC (International Union of Pureand Applied Chemistry), a
toxicologia computacional é definida como abordagem na qual sdo aplicados modelo
computacionais e matematicos para predicao de efeitos adversos, e para melhor
entendimento dos mecanismos pelos quais determinada substancia provoca algum

dano

Uma avaliacdo precoce das propriedades téxicas de uma molécula ndo é
importante somente apenas no campo da descoberta de novas drogas, mas também
para os orgaos reguladores tais como Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA),
Administracdo de Alimentos e Drogas dos EUA (FDA), Agéncia de Protegcdo Ambiental
dos EUA (EPA) e Agéncia Europeia do Ambiente (EEA) estipular parametros de

controle em farmacos, cosméticos e alimentos.

18



A exposicao pode ser benéfica ou prejudicial, dependendo da quantidade e
duracao da exposicdo quimica. Assim, é importante validar experimentalmente o
potencial toxico dos produtos quimicos e sua combinacao. No entanto, devido a varios
desafios, como o tempo, custo e preocupacdes éticas com relacdo aos ensaios em
animais, ndo € possivel testar todos esses produtos quimicos em plataformas
experimentais. Assim, a toxicidade in silico é altamente necessaria como uma
plataforma integral para a previsdo de toxicidade de produtos quimicos que poderia

ser prejudicial para seres humanos, animais, plantas e ambientes.

O objetivo dos modelos de toxicidade in silico € complementam os métodos
existentes de toxicidade in vitro para prever os efeitos de toxicidade dos produtos
quimicos, minimizando tempo, a necessidade de testes em animais. O modelo de
toxicidade in silico incorpora o conhecimento de varios campos, tais como toxicologia,
bioestatistica, biologia de sistemas, ciéncia da computacédo e muitas outras disciplinas

relevantes.

A modelagem in silico (simulagédo computacional), € um avango da Toxicologia
no contexto da avaliagdo e predicdo da toxicidade, baseada em um conjunto de

abordagens metodoldgicas que incluem:

e SAR (Structure-activity Relationship)

¢ QSAR (Quantitative Structure-activity Relationship)

e Formacgobes de categorias com alertas estruturais definidos.
e Meétodos de extrapolagdes e interpolacdes

¢ Redes neurais e arvores de decisédo

e Qutros.

SAR e QSAR Associagao entre determinado fragmento molecular ou (sub) estrutura

com a atividade bioldgica (toxicidade).
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Figura 5 — Esquema exemplificado a associagdo de um fragmento
molecular com a sua respectiva atividade biologica.

Na Figura 5 sdo apresentadas moléculas que apresentam propriedades fisico-

quimicas, ecotoxicoloégicas ou de comportamento ambiental

com provavel

semelhanca, ou que seguem um padrao regular devido a similaridade estrutural como

compostos que sao conhecidamente envolvidos em reagdes com o DNA.

Desenvolvimentos de alertas estruturais, definicdo de alguns grupos que

apresentam propriedades amplamente definidas inerentes a categoria quimica, sao

apresentadas na Figura 6
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Nesse contexto, é de interesse demostrar a necessidade de conhecer o perfil
de degradagdo dos compostos que nao sado considerados farmacos, mas que de

maneira analoga séo ingeridas diariamente pela populagéo.

3 METODOLOGIA

3.1 CARACTERIZAGAO E DEGRADAGAO DO OLEO ESSENCIAL

O material vegetal seco comercialmente disponivel, foi submetido a extragao
por destilador a vapor em ago inoxidavel. Secou-se circunstancialmente em um forno

com circulagao de vapor e troca de ar.

A Separacao e identificagao dos constituintes quimicos do 6leo essencial foram
realizado por cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas GC-
MS ,Thermo-Finnigam, modelo Focus DSQ Il, equipado com coluna capilar Agilent
DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), com gradiente temperatura: 60 ° C (2 min),5° C/
mina 110°C;3°C/mina150°C,3°C/mina15°C/mina 280 ° C (6 minutos). As
amostras foram padronizadas para 0,001 g / L diclorometano como solvente e com
injecado de 1 pL de solugéo.A temperatura da fonte de ionizagao foi de 220 ° C, o injetor
a 220 ° C, modo de injecéo 1/50. O gas de arraste usado foi hélio altamente puro a
1,0 mL / min.

O equipamento operado no modo EI (70 eV) com faixa espectral de massa 50-
650 u. Os indices de retencao (IR), comparativos aos hidrocarbonetos, foram

determinados adequadamente como descrito em literatura

A fotodegradacao de oleo essencial foi promovida utilizando um foto reator
equipado com uma lampada de mercurio (125 W). O exterior bulbo foi removido para
permitir que a luz ultravioleta emitida ndo fosse filtrada pelo vidro. As solucdes
contendo o Oleo essencial foram expostos a radiacdo da lampada anteriormente
descrita, a uma distancia de 20 cm por cinco minutos, com leituras espectrofotdmetro
tomadas a cada minuto. As leituras foram realizadas usando cubetas de quartzo com
caminho optico de 10 mm e um espectrofotdbmetro UV-VIS GENESIS UV modelo 10,
realizando uma varredura na faixa de 190-350 nm. O perfil de degradacéo foi testado
em trés solventes (diclorometano, etanol e hexano) e o O6leo presente em

concentragdes de 80 uL / mL.
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Para estudos de fotodegradacgao acelerada, uma lampada mais potente (250W)
foi empregada. E a concentragao das solugbes de 6leo essencial (30 yL / mL) em
diclorometano e hexano foram expostas por 5 minutos a luz UV em cubetas de quartzo

as mesmas condigdes descritas acima e amostras analisadas por GC-MS.

A identificacdo dos componentes do Oleo essencial foi realizada por
espectrometria de massa comparagao de dados com a biblioteca NIST MS e os
indices de retencéo relacionados ao padrao de hidrocarbonetos foram determinados

e os resultados comparados com a literatura 4

3.2 SOFTWARE PROTOXI Il
ProTox-Il, € um laboratério virtual para a previsao de toxicidades de pequenas

moléculas, uma vez que a previsao de toxicidades de compostos € parte cada vez
mais importante do processo de desenvolvimento e design de novas drogas assim
como para compreensao da toxicidade dos produtos de degradagao. Estimativas de
toxicidade computacional ndo sdo apenas mais rapidas do que a determinacido de
doses toxicas em animais, mas também sao bem vistas pois diminui drasticamente a

quantidade de experimentos com animais.

Incorpora similaridade molecular, propensao a fragmentos, caracteristicos mais
frequentes e cruzamento de informagdes via algoritmos (validagao cruzada baseada
em similaridade de fragmentos), com base em um total de 33 modelos para a previsao
de varios desfechos de toxicidade, como toxicidade aguda, hepatotoxicidade,
citotoxicidade, carcinogenicidade mutagenicidade, imunotoxicidade, vias de desfecho

adverso (Tox21) e metas de toxicidade.
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A toxicidade é frequentemente dada como valores de DLso em mg / kg de peso
corporeo, ou seja, € a dose letal mediana significando a dose na qual 50% dos

individuos de teste morrem por exposi¢gao a um composto.

As classes de toxicidade séo definidas de acordo com o sistema globalmente
harmonizado de classificagao de rotulagem de produtos quimicos (GHS), elaboradas

pela Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) e apresentadas a seguir
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Tabela 3 - Classificagao da toxicidade aguda segundo ONU (GHS) —

(Adaptado)
Via de
o Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5
exposicao
Oral (mg/k
(mg ’g) 5 50 300 2000
massa corpérea
Dermal (mg/k
( g, 9 50 200 1000 2000
massa corpérea
5000
Gases (ppm V) 100 500 2500 20000
Vapor (mg/l) 0,5 2 10 20
Névoas e
0,05 0,5 1 5
poeiras (mg/l)

Classe [: fatal se ingerido (DLso < 5)

Classe ll: fatal por ingestao (5 <DLso < 50)

Classe Il téxico por ingestao (50 <DLso < 300)

Classe IV: nocivo por ingestao (300 <DLso < 2000)

Classe V: pode ser nocivo se ingerido (2000 <DLso < 5000)

Classe VI: ndo toxico (DLso> 5000)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao das propostas deste trabalho sdo apresentados a

sequir.

41 CARACTERIZAGAO DO OLEO ESSENCIAL DA MANJERONA

Beltrame et al, apresenta a caracterizagdo do 6leo essencial da manjerona,

como observado na Tabela 4, caracterizacao estd, baseada no indice de retencao da
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literatura ou banco de dados do software.NIST Também ¢é apresentado a composi¢ao

percentual de cada componente identificado.

Tabela 4 - indices de retencdo (Coluna DB5) e percentual dos componentes
principais do 6leo essencial da manjerona. (Beltrame et al 2013)15

Substance % RI (Calculated) (NIST or Aﬁms, 2007)
terpinen-4-ol 26.0 1174 1182
cis-sabinene 13.3 1096 1097+

o-cymene 9.3 1022 1028

y-terpinen 5.8 1056 1056

trans-sabinene 5.7 1064 1068*
p-menth-1-en-8-ol 5.1 1188 1195

B-thujene 4.9 971 971

o-terpinen 3.5 1015 1016
caryophyllene >3 1417 1418

estragole 2.3 1196 1195

Embora a composigédo quimica esteja sujeita a variacdo quanto a forma de
extragdo e cultivo da planta, os extratos dos 6leos essenciais da manjerona na sua
grande maioria apresentam o composto 4-terpinol como componente majoritario
juntamente com cis e frans sabineno e tal perfil € equivalente ao obtido

experimentalmente

4.2 CARACTERIZAGCAO DOS PRODUTOS DE DEGRADAGAO OBSERVADOS
NO ESTRESSE FOTOLITICO PARA O OLEO ESSENCIAL DA
MANJERONA

Na Tabela 5, também obtida por Beltrame et al, apresentada a caracterizagao
dos compostos observados apods estresse fotolitico do 6leo essencial da manjerona,
caracterizacao esta, baseada no indice de retencao da literatura ou banco de dados
do software. Também é apresentado a composicédo percentual de cada componente

identificado.
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Tabela 5 - indices de retencdo (Coluna DB5) e percentual dos componentes
principais do perfil de degradacdo por estresse fotolitico do 6leo essencial da
manjerona. (Beltrame et al 2013)

Substance % (hexane) % (dichloromethane)

2-undecanone 8.7 17.1
p-menthenol 0.70 5.1

p-diisopropyl-benzene 14.3 14.0
5-t-butyl-m-xilene 5.2 5.0
m-diisopropyl-benzene 8.5 7.8
terpineol - 3.9
o-cimene - 2.2

6-ethoxy-6-methyl-cy-

clohexanone 3.5 -
t-butyl-benzene 1.8 -
1,1-dimethylpropyl-benzene 1.6 -

Os resultados indicam que, em diclorometano houve uma razoavel capacidade
de protecdo dos monoterpenos naturais da fotodegradagdo, uma vez que o0s
compostos iniciais ainda foram observados apds o periodo de estresse mesmo que

em baixo percentual na composigéo final.

Quanto ao perfil de degradagao obtido em hexano, houve diferencga significativa

com surgimento de produtos de degradagao aromaticos em detrimento a cetonas.

4.3 AVALIAGAO DA TOXICICDADE IN SiLICO DOS COMPOSTOS
MAJORITARIOS NO OLEO

Para efeito de comparagao da toxicidade, os constituintes majoritarios do 6leo
também foram submetidos a avaliagao toxicolodgica in silico, e tais avaliagbes sao

apresentadas a seguir
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| Organ toxicity Hepatotoxicity dili
| Toxicity end points Carcinogenicity carcino
Toxicity end points Immunotexicity immuno
| Toxicity end points Mutagenicity mutagen
| Toxicity end points Cylotoxicity cyto
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways Aryl hydrocarbon Receptor (AhR} nr_ahr
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways Androgen Receptor (AR} nr_ar
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways nr_ar_lbd

|Tox2'1fNUdear eptor signalling path

A

nr_aromatase

Tox21-Nuclear receptor signalling pathways

Estrogen Receptor Alpha (ER)

nr_er

Tox21-Nuclear receptor signalling pathways

Estrogen Receptor Ligand Binding Domain (ER-LBD)

nr_er_lbd

‘ Tox21-Nuclear receptor signalling pathways

Peroxisome Proliferator Activated Recaptor Gamma
(PPAR-Gamma)

nr_ppar_gamma

‘ Tox21-Stress response pathways

Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2/antioxidant
responsive element (nrf2/ARE)

Tox21-Stress response pathways

Heat shock factor response element (HSE)

sr_hse

Tox21-Stress response pathways

Mitochondrial Membrane Potential (MMP)

sr_mmp

| Tox21-Stress response pathways

Phosphoprotein (Tumor Supressor) p53

sr_p53

| Tox21-Stress response pathways

ATPase family AAA domain-containing protein 5 (ATADS)

sr_atadb

Como observado no modelo de relatorio toxicoldgico, a molécula 4- Terpineol

apresenta toxicidade moderada, com DLso predita de 1016 mg/kg, sendo assim é
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caracterizada como classe 4 (300 < DLso < 2000) mg/kg, € nenhum outro alerta

toxicoldgico foi sinalizado.

Avaliagao toxicologica para o cis-sabineno

H AL H

Name cis-sabinene
Number of hydrogen ‘ 0
bond acceptors

e ‘v
Number of atoms 10
Number of bonds i
Number of rings | 2
Number of rotable. [ i
‘bonds

Total charge | o
Molecular Polar Surface ‘ o
Area
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Toxicity Model Report ]

[ Classification | Target [ Shorthand " Prediction | Probabitty

| Organ toxicity ‘ Hepatotoxicity | dili _ 0.81 |
| Toxicity end points ‘ Carcinogenicity | carcino ‘ Inactive [ 059
| Toxicity end points ‘ Immunotoxicity | immunao ‘ Inactive [ 0.51 |

| Toxicity end points ‘ Mutagenicity | mutagen _ 0.82

[ Toxicity end points | Cytotoxicity =T I
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Aryl hydrocarbon Raceptor (AhR} | nr_ahr _ 0,99

| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Androgen Receptor (AR) | nr_ar _ 0.39

| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Androgen Receptor Ligand Binding Domain (AR-LBD} | nr_ar_lbd _|T
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathway - 1 | nr_aromatase _ 0.95

| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Estrogen Receptor Alpha (ER) | nr_er _IT
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Estrogen Receptor Ligand Binding Domain (ER-LBD) | nr_er_lbd _ 0.98 |

Tox21-Nuclear receptor signalling pathways Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma
{PPAR-Gamma)

nr_ppar_gamma

| Tox21-Stress response pathways Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2/antioxidant Sr_are”
responsive element (nri2/ARE)

|

| Tox21-Stress response pathways ‘ Heat shock factor response element (HSE) | sr_hse

| Tox21-Stress response pathways: ‘ Mitochondrial Membrane Potential (MMP) | sr_mmp

| Tox21-Stress response pathways ‘ Phosphoprotein (Tumor Supressor) p53 | sr_p53

:| Tox21-Stress respanse pathways ‘ ATPase family AAA domain-containing protein 5 (ATADS) | sr_atad5

Como observado no modelo de relatério toxicoldgico, a molécula cis-sabineno
apresenta toxicidade moderada, com DLso predita de 5000 mg/kg, sendo assim &
caracterizada como classe 5 (2000 < DLso < 5000) mg/kg, € nenhum outro alerta

toxicoldgico foi sinalizado.
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Avaliagdo toxicoldgica para o-cimeno

HHLH H

H

H

H

Figura 10 - o-cimeno

Predicted LD50: 1370mg/kg |

Predicted Toxicity Class: 4 |

| MName ‘ o-cymene
Molweigh 134.22
Number of hydrogen 0
bond acceptors

o

Number of atoms 10

| Number of bonds [ 10

| Number of rings ‘ 1

‘ Number of rotable ‘ 1
bonds
Total charge ‘ 0
Molecular Polar Surface ‘ 0
Area

| Classification | Target | shorthand | Prediction | Probability
Organ toricity | Hepatotosiciy | di
Toxicity end points ‘ Carcinogenicity carcino Active
oty ndpos imtoey e
Toxicity end points Mutagenicity mutagen _
Toity o oy oo e

‘ Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) | nr_ahr _
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways  Androgen Receptor (AR) [ nrar N
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Androgen Receptor Ligand Binding Domain (AR-LBD) | nr_ar_lbd _
Tox21-Nuclear receptor signaling, Aromata | neeromatase |
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Estrogen Receptor Alpha (ER) | nr_er _ |
Tox21-Nuclear receptor signaling pathways | Estrogen Receptor Ligand Binding Domain (ER-LBD), nr_er_lbd [hacive |
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma nr_ppar_gamma _

(PPAR-Gamma)

Tox21-Stress response patiiays ‘ Nuclear factor (srythroid-derived 2}-ike 2/antioxidant ‘ stare _
Tox21-Stress response pathways ‘ Heat shock factor response element (HSE) | sr_hse _ |
Tox21-Stress response pathways Mitochondrial Membrane Potential (MMP) sr_mmp [liRsgive
Tox21-Stress response pathways Phosphoprotein (Tumor Supressor) p53 sr_p53 _
Tox21-Siress respanse pathways | ATPase family AAA domain-containing protein & (ATADS) | st_atads Cnacve
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Como observado no modelo de reporte toxicolégico, a molécula o-cimeno
apresenta toxicidade oral moderada, sendo categorizada na classe 4 (300 < DLsp <
200) mg/kg com DLso predita de 1370 mg/kg.

Outra conclusdo de bastante impacto € que com probabilidade de 64 % a

molécula foi categorizada como carcinogénica

Para conclusdes sobre toxicidade aguda e carcinogénicidade o algoritmo
apresentou exatidao de 100 %, e excelente similaridade na comparacdo com outras

estruturas conhecidamente toxicas.
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CHa

Hs

Figura 11 —y - terpineno

Predicted LD50: 2500mg/kg | | "™ | User cefined
Molweight [ 13122
@d J ‘ Number of hydrogen ‘ ]
ittt - bend tors

Number of hydrogen 0
bond donors.
| Number of atoms | 12
| Number of bonds 12
Number of rings 4
Number of rotable T
bonds

Total charge

- Moleculer Polar Surface | 0
Area

| Classification | Target | shorthand | Probability
| Organ tosicy  Hepatotoxicy K I
| Toxicity end points ‘ Carcinogenicity | carcino i | 0.6
| Torciy ond points Immunotaxicy immuno
| Toxicity end points Mutagenicity mutagen
Toxicity end points Cytotoxicity cyto
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) nr_ahr _ 0.99
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Androgen Receptor Ligand Binding Domain (AR-LED) | nr_ar_lbd _ 2
| Tox21-Nuclear receptor signalling patiwiays  Aromatase Lo aromatese [ RN
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Estrogen Receptor Alpha (ER) | nr_er _
| Tox21 Nuclear receptor signaling pathways  Estrogen Receptor Ligand Binding Domain (ER-LED) _er lmactive |
‘ Tox21-Nuclear receptor signalling pathways Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma nr_ppar_gamma _
(PPAR-Gamma)
‘ Tox21-Stress response pathways \ Nudlear factor (srythroid-derived 2-ike 2lantioxidant ‘ st_are _
| Tox21-Stress response pathways ‘ Heat shock factor response element (HSE) | sr_hse _
| Tox21-Stess rosponse palfuays Witochondial Mmbrane Patential (IP) st_mmp nswe
| Tox21-Stress response pathways Phosphoprotein (Tumor Supressor) p53 sr_ph3 _
“mi—mrﬂspnnse.pmfma?&- ATPasaiauﬁyAM i i i g p tein ’{R‘.’.-’:&':‘.} | s:_aiadé? _




] | Name | p-menth-1-en-8-ol
| Malweight [ 15425
Number of hydrogen 1

bond acceptars

T 0

bond donors
| Number of atoms | n
| Number of bonds [ #
| Number of rings | 1
‘ Number of rotable ‘ 1
bonds
| Total charge | 0

‘Molecular Polar Surface | 2023
Area

| Classification | Target | Shorthand | Prediction | Probability

|| Organ oxicity | Hepatotoxicity | dii

| Taxicity end points | Carcinogenicity ‘ carcing

| Toxicly end poinis mmnotoxiciy  immuno

| Taxicity end points Mutagenicity mutagen
Toscty end s oty ato
Tox21-Nuclear receptor signalling pathways Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) nr_ahr

|'T§5§(2§‘"" 7 T- signaﬂing T ‘ ‘.... .D.-.. .. (AR} ‘fll‘_ﬂf

| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Androgen Recepter Ligand Binding Domain (AR-LBD) ‘ nr_ar_lbd

| Tox21-Nudlear rsceptor signalling pathways | Aromalase [ nr_sromatase

| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Estrogen Receptor Alpha (ER) ‘ nr_er

| Tox21-Nuclear receptor signallng pathways | Estrogen Receptor Ligand Binding Domain (ERABD) | nr_er_Ibd

‘ Tox21-Nuclear receptor signalling pathways Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma ‘ nr_ppar_gamma

(PPAR-Gamma)

FETT T = = e 3

‘ Tox21-Stress response pathways ‘ e Gl ‘ st are

| Tox21-Stress response pathways | Heat shock factor response element (HSE) ‘ sr_hse

| Tox21-Stress response pathways Mitochondrial Membrane Potertial (MMP) st_mmp

| Tox21-Stress response pathways Phesphopretein (Tumor Supresser) p53 sr_p53

| Tox21-Stress response pathwavs. ATPase familv AAA domain-containing brotein 5 (ATADS) | st atads
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4.4 AVALIACAO DA TOXICICDADE IN SiLICO DOS PRODUTOS DE
DEGRADAGAO MAJORITARIOS DO OLEO

Os constituintes majoritarios no perfil de degradacéao do 6leo essencial foram
submetidos a avaliagdo toxicoldgica in silico, e tais avaliagbes e discussdes

relacionadas sdo apresentadas a seguir

O composto 1,4-Diisopropilbenzeno ocorreu de forma majoritaria 14,3% em
hexano e como o segundo maior 14,0 % em diclorometano, indicando sofrer pouca
influéncia do solvente uma vez que aparece em percentual constante nas duas

condi¢cdes

H H L H H

Figura 13 - 1,4-Diisopropil-benzeno

Oral toxicity prediction results for input compound )
Predicted LD50: 3mg/kg ] ‘ Name | 1 4-Diisopropylbenzene .
| Molwzig | 18227
bond acceptors
Number of hydrogen ‘ o
band donors
‘ Number of atoms | 12

ﬂmgimﬂa;&y; }B@& | |[Number sfbonds | 12

; ‘ Number of rings | 1
Prediction accuracy: 100% _! ‘ Number of rotable 2
| bonds
‘ Total charge | 1]
| - I Molecular Polar Surface (i}
0% 0% 0% 80" A’Ea
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Toxicity Model Report J

i Classification | Target | Shorthand | Prediction | Probability
| Organ toxicity | Hepatotoxicity | e 087
| Toxicity end points | Carcinogenicity @no | Active

| Toxicity end points | Immunotoxicity | immuno

| Toxicity end points | Mutagenicity | mutagen

| Toxicity end points | cytotoxicity [ eyto

| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) | nr_ahr

| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Androgen Receptor (AR} | nr_ar

| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Androgen Receptor Ligand Binding Domain (AR-LBD) | nr_ar_lbd 1.0
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathway | A | nr_aromatase 10

| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Estrogen Receptor Alpha (ER) | nr_er _ 1.0
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways | Estrogen Receptor Ligand Binding Domain (ER-LED) | nr_er_lbd _ 1 .

Nuclear factor (erythroid-derived 2}-ike 2/antioxidant sr_are
responsive element (Nr2/ARE)

| Tox21-Stress response pathways | Heat shock factor response element (HSE) | sr_hse _ 1.0
| Tox21-Stress response pathways | Mitochondrial Membrane Potential (MMP} | ST_mmp _l—i-[)—
| Tox21-Stress response pathways | Phosphoprotein (Tumor Supressor) p53 | sr_pb3 _ 1.0
| Tox21-Stress response pathways | ATPase family AAA domain-containing protein 5 (ATADS) | sr_atads _ 1.0

Peroxisome Proliferator Activated Recaptor Gamma
{PPAR-Gamma)

Tox21-Nuclear receptor signalling pathways

Tox21-Stress respense pathways

Como observado no modelo de relatério toxicoloégico, a molécula 1,4-
Diisopropil-benzeno apresenta elevada toxicidade oral, com DLso predita de 3mg/kg,
sendo assim é caracterizada como classe 1 em toxicidade aguda, (Fatal se ingerida

em concentracdes acima de 5 mg/kg).

Outra conclusao de bastante impacto € que com probabilidade de 67 por cento

a molécula foi categorizada como carcinogénica

Para conclusdes sobre toxicidade aguda e carcinogénicidade o algoritmo
apresentou exatidao de 100 %, e excelente similaridade na comparagao com outras

estruturas conhecidamente toxicas.
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Avaliacéo da toxicidade da 2-undecanona

HHHHHHHHHH Hy

H HH H HH

Figura 14 - 2-undecanona

Predicted LD50: 730mgrkg | | "™ | Zinai
| Molweight [17029
Predicted Toxicity Class: 4 | ‘ B of e ‘ 1
plors
‘ Number of hydrogen ‘ 0
bond donors
‘ Number of atoms ‘ 12
W | Number of bonds [
‘ Number of rings ‘ 0
‘ Number of rotabls ‘ 8
bands
‘ Total charge ‘ 0
Molecular Polar Surface 17.07
‘ Area ‘
Toxicity Model Report J
| Classification | Target T Shorthand | Prediction [ Probability
|| Organ tosxicity | Hepatatoxicity [ il [ Inaciiva [ oee
‘ Toxicity end points i Carcinegenicity ‘ carcino | Inactive | U_.ﬁﬂ_ |
‘ Toxicity end points | Immunotoxicity \ immuno _ 0:99 |
‘ Toxicity end points | Mutagenicity ‘ mutagen _,T
[ Toxdcity end points [ cytotoxicity [ oyt [naegwve | B
‘ Tox21-Muclear receptor signalling pathways | Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) ‘ nr_ahr _ .99 |
Tox21-Nuclear receplor signalling pathways | Androgen Receplor (AR} ‘ nr_ar _ 1.0
|| Toxz1-Nuclear receptor signalling pathways | Androgen Receptor Ligand Binding Domain (AR-LBD) ‘ nr_ar_lbd |

‘ Tox21-Muclear receptor signalling pathways Aromatase

‘ Tox21-Nuclear receptor signalling ways Estrogen Receptor Alpha (ER)

‘ Tox21-Nuclear receptor signalling pathways Estrogen Receptor Ligand Binding DOMaM (EFCCB0T

‘ Tox21-Muclear receptor signalling pathways ‘ Peroxisome Proliferator Activated Receptar Gamma
{PPAR-Gamma)

‘ Tox21-Stress response pathways ‘ Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2/antioxidant ‘
responsive element (nrf2/ARE)

‘ Tox21-Stress response pathways i Heat shock factor response element (HSE) ‘

‘ Tox21-Stress response pathways | Mitochandrial Membrane Potential (MMP) ‘

‘ Tox21-Stress response pathways | Phosphoprotein (Tumor Supressor) p53 ‘

| Tox21-Stress response pathways | ATPzse family AAA domain-containing protein 5 (ATADS) |

Como observado no modelo de relatorio toxicolégico, a molécula 2-undecanona
apresenta moderada toxicidade oral, com DLso predita de 730 mg/kg, sendo assim é

caracterizada como classe 4 em toxicidade aguda, (com DLsoentre 300 e 2000 mg/kg).
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Outra conclusao significativa € que com probabilidade de 79% a molécula foi
categorizada ativa para a toxicidade no receptor alfa de estrogénio. A consequéncia
clinica de tal fato é a disfungéo do tendéo tibial posterior (DTTP) de maior ocorréncia
no género feminino e relacionado com a deficiéncia de operagao dos receptores alfa

de estrogénio.

Para conclusdes sobre toxicidade aguda e carcinogénicidade o algoritmo
apresentou exatiddo de 100 %, e excelente similaridade na comparagdo com outras

estruturas conhecidamente toxicas.

38



Predigao toxicolégica para o 1,3-Diisopropil-benzeno

H H,H H

Figura 15 -1,3-Diisopropil-benzeno

Predicted LD50: 3100mg/kg | | ™ [ 13 Biecpropyaezens
| Matweight [ 18227
Predicted Toxicity Classi5 ) | Jurbercibydoon | 0
‘ Number of hydrogen ‘ 0
bond donors
| Number of atoms | 12
| Number of bonds [12
| MNumber of rings | 1
‘ Number of rotable ‘ 2
bonds
| Total charge | 0
Molecular Polar Surface ]
‘ Area
J
[ Classification _‘l.‘{arget [ Shorthand | Prediction | Probability
!| Organ toxicity ‘ Hepatotoxicity | dili -’?
| Toxicity end points ‘ Carcinogenicity i‘:inu ‘ Active | 0.67
[ Toxdcity end points | Immunotoxicity immung [haetve | 0.98 [
| Taxicity end points ‘ Mutagenicity mutagen
| Taxicity end paints  Cytotoiclty oyto
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) | nr_ahr
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Androgen Receptor (AR) | nr_ar
"| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Androgen Receptor Ligand Binding Domain (AR-LBD) | nr_ar_lbd
!| Tox21-Nuclear receptor si pathway A te | nr_aromatase
| Tox21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Estrogen Receptor Alpha (ER) | nr_er
| Tax21-Nuclear receptor signalling pathways ‘ Estrogen Receptor Ligand Binding Domain (ER-LBD) | nr_er_lbd
‘ Tox21-Nuclear receptor signalling pathways Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma ni_ppar_gamma
| (PPAR-Gamma)

Tox21-Stress response pathways Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2/antioxidant sr_are
responsive element (nifZ/ARE)
| Tox21-Stress response pathways ‘ Heat shock factor response element (HSE) | sr_hse
| Tox21-Stress response pathways ‘ Mitochondrial Membrane Potential (MMP) | sr_mmp
| Tox21-Stress response pathways ‘ Phosphoprotein (Tumor Supresser) p53 sr_p53
| Tox21-Stress response pathways ‘ ATPase family AAA domain-containing protein 5 (ATADS) sr_atad5

Como observado no modelo de relatério toxicologico, 1,3-Diisopropil-benzeno
apresenta moderada toxicidade oral, com DLso predita de 3100 mg/kg, sendo assim é
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caracterizada como classe 5 com toxicidade aguda, (DLso acima de 5000 mg/kg) e
para conclusdes sobre toxicidade o algoritmo apresentou exatiddo de 100%, e

excelente similaridade na comparacao com outras estruturas conhecidamente toxicas.

No entanto é categorizada como carcinogénica com 67% de similaridade na

comparagao com outras estruturas conhecidamente toxicas.

Uma vez que os trés produtos majoritarios de degradagao apresentaram algum
tipo de alerta quanto a sua toxicidade, abre se discussdo sobre como tratar essa
informacdo, discussdo esta que permite duas linhas de raciocinio a questao

regulatoria e a questao do risco e seguranga do produto.

Assumindo o produto de degradagao (1,4-Diisopropil-benzeno) seja oriundo
diretamente da fotodegradagéo do composto majoritario (4 — terpineol), como sugere
0s mecanismos apresentados € o composto (4—terpineol) consideremos as duas

hipoteses:

Situacdo 1. - Por apresentar uma serie de propriedades benéficas e ter sua
eficiéncia comprovada para alguma aplicagdo, a molécula do (4—terpineol) agora
passa a ser tratado com um insumo farmacéutico ativo (IFA) e administrado em 4
doses diarias de 600 mg, totalizando 2400 mg de ingestéo diaria. E devido ao baixo
rendimento e nivel de pureza apos as extragdes em plantas agora € obtido via

sintética.

Com base na informagao acima, a especificagdo de qualquer impureza ja passa
a ser 0,05 % no IFA e esses também sao os valores para identificacao e qualificagao

de impurezas no produto final.

Faz parte da documentagcdo do registro do produto o dossié de estudo de
degradagdo forcada contendo os perfis de degradagdo obtidos nos estresses
determinados pela legislagédo pertinente e séo; fotolitico, por umidade, térmico, por

hidrolise acida, hidrolise basica, em meio oxidativo e por fim em meio a ions metalicos

Como observado no estresse fotolitico ha formacado de produtos de degradagao
classificados como carcinogénico e assim sendo, assume se imediatamente para essa
impureza as especificagdes propostas no guia do ICH M7 mesmo sendo uma
impureza em potencial, devera ser monitorada e controlada durante todo o estudo de
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estabilidade com uma especificagdo de 625 ppb considerando que o paciente fara uso

continuado por mais de 10 anos.

Situacao 2 -. Um determinado suplemento alimentar com aroma e odor desagradavel
para ter melhor receptividade no mercado passa a ter na sua formulagao incremento

de oléo essencial da manjerona.

No ato do registro do produto seria no maximo apresentado informagdes de algum
estudo de estresse, mas com foco na manutencao das propriedades do suplemento e
nao sobre o perfil de degradagcdo muito menos algum tratamento individual para
alguma impureza. Nesse segundo cenario, a impureza tida como carcinogénica (1,4-

Diisopropil-benzeno) poderia estra presentes sem ser controlada.

Com as hipoteses apresentadas fica mais facil observar a questao legislagao versus
seguranga do produto.

Nesse contexto visando seguranca do produto final € de fundamental importancia
conhecer detalhadamente o perfil de degradacgao do produto gerado e disponibilizado
a populagao, ainda que regulatoriamente nem todos os setores produtivos tenham o

mesmo rigor da industria farmacéutica.

5 CONCLUSOES

Em conclusdo aos resultados aqui apresentados para as avaliagbes de
toxicidade in silico dos produtos de degradacao do 6leo essencial da manjerona, os
dados apresentados e a discussdo levantada deixam evidente a necessidade do
conhecimento do perfil de degradacado do 6leo em questdo assim como indica a
necessidade de conhecer o perfil de degradagdo de compostos direcionados as

industrias alimenticia e também cosmética.
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