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Resumo

Apesar da existéncia de requisitos regulamentares exigentes relativamente a pureza das
substancias para uso farmacéutico, a presenga de impurezas provenientes dos processos de
fabrico e dos seus produtos de degradacao é por vezes inevitavel. Essas impurezas podem
ser substancias reativas, com uma toxicidade indesejada, incluindo genotoxicidade,
mutagenicidade e carcinogenicidade, por esse motivo devem ser consideradas na avaliagao

de beneficio-risco dos medicamentos.

As impurezas genotoxicas, mutagénicas e carcinogénicas, mesmo quando presentes em
quantidades vestigiais, podem constituir um aspeto critico no desenvolvimento de farmacos.
Este aspeto, se nao for corretamente gerido pode levar a suspensoes ou a atrasos nha
aprovagao dos medicamentos, por parte das Autoridades Reguladoras. Por outro lado, a
retirada de um medicamento do mercado devido a reagoes adversas causadas por efeitos
toxicos nao previstos para a substincia ativa ou eventualmente pela presenca de impurezas
que nao foram convenientemente detetadas e avaliadas, para além do impacto negativo na
salude dos doentes, causa importantes prejuizos financeiros e a degradagao da imagem das

empresas.

Deste modo, o conhecimento cientifico sobre as estruturas de alerta de toxicidade
eventualmente presentes nas substancias quimicas e os efeitos toxicos a que estas estao
associadas, bem como a incorporacio desta informagao em programas informaticos
(tecnologias in silico), estudados e validados para prever a genotoxicidade, a mutagenicidade e
a carcinogenicidade das mesmas, sao uma ferramenta importante, na medida em que
permitem realizar menos ensaios toxicolégicos em animais, economizar tempo e diminuir

custos.

O objetivo deste trabalho é compreender os recentes avangos do conhecimento cientifico
sobre alertas estruturais de toxicidade e a sua utilizagao nas tecnologias in silico, usadas para
prever a genotoxicidade, a mutagenicidade e a carcinogenicidade das substancias quimicas

para uso farmacéutico.

Como exemplo pratico € apresentado um caso de analise toxicologica in silico das impurezas

provenientes da sintese do pantoprazol sédico.

Palavras-Chave: Toxicologia in silicoob, QSAR, genotoxicidade, mutagenicidade,

carcinogenicidade, ICH M7.

Vii



Abstract

Despite regulatory requirements concerning the purity of chemical substances for
pharmaceutical use, the presence of impurities from their manufacturing processes or from
their degradation processes are sometimes unavoidable. Even in residual amounts, these
impurities can sometimes have undesirable genotoxic, mutagenic and carcinogenic effects
that must be considered in the assessment of the beneficial-risk balance of drug products, in

order to minimise the risk and assure security for the patients.

The use of scientific knowledge about structure alerts and their toxicological effects in
validated computational programs (in silico technologies) to predict the genotoxic, mutagenic
and carcinogenic effects of chemical substances is important. These programs are useful
tools in the development and production of drug products, in order to design safer

molecules, save time and reduce costs.

The aim of this work is to understand the state of the art of toxicological structure alerts
and their use in computational programs (in silico technologies) to predict genotoxicity,
mutagenicity and carcinogenicity of impurities potentially present in chemical substances for

pharmaceutical use.

As an example of in silico analysis we present a case study of toxicological computational

assessment of potential impurities from the synthesis of pantoprazole sodium.

Key-Words: In silico toxicology, QSAR, genotoxicity, mutagenicity, carcinogenicity, ICH M7.
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ADI: Allowable Daily Intake (Ingestao diaria permitida)

DNA: Desoxiribonucleic Acid (Acido desoxirribonucleico)

ALARP: As Low As Reasonably Practicable (Tao baixo quanto praticavel)
CHMP: Committee for Medicinal Products for Human Use

EMA: European Medicines Agency

FDA: Food and Drug Administration

ICH: International Conference on Harmonisation

LOEL: Lowest-Observed-Effect Level (Nivel de efeito observado mais baixo)

MTD: Maximum Toleratted Dose (Dose maxima toleravel)

NOEL: No-Observed Effect Level (Nivel de efeito nao observado)

OCDE: Organizagao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémicos

PDE: Permited Daily Exposure (Exposi¢ao diaria permitida)

PAH: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos)

QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationships (Relagdes Estrutura-Atividade quantitativas
ou Quantificagao das relagoes estrutura-atividade)

SAs: Structural Alerts (Alertas estruturais)

SAR: Structure-Activity Relationships (Relagoes estrutura-atividade)
SWP: Safety Working Party

TDI: Total Daily Intake (Ingestao diaria total)

TTC: Threshold of Toxicological Concern

Observagao: Como a maior parte das siglas usadas neste trabalho resultam de designagdes e termos técnicos em inglés, ndo foi efetuada
a sua tradugdo para portugués, de modo a facilitar a compreensio do texto.
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Definicoes

Alerta estrutural ou estrutura de alerta: no contexto deste trabalho, € um grupo

quimico ou (sub)estrutura de uma molécula associado a mutagenicidade .

Aneuploidia: perda ou ganho de cromossomas ?.

Conhecimento especializado (expert knowledge): no contexto deste trabalho,
entende-se como conhecimento especializado a revisao dos dados pré-existentes e o uso de
qualquer outra informagao relevante para avaliar a exatidao dos modelos in silico preditivos

de mutagenicidade .

Genotoxicidade: termo geral que se refere a qualquer efeito nocivo no material genético,

independentemente do mecanismo pelo qual a alteragio é introduzida ©.

Impureza: numa substancia para uso farmacéutico, qualquer composto além da entidade

quimica definida como sendo essa substancia .

Impureza genotodxica: é uma impureza que demonstrou ser genotoxica num teste

modelo apropriado, isto é, num teste bacteriano de mutagao de genes (teste de Ames) ©.

Impureza mutagénica: impureza que demonstrou ser mutagénica num teste modelo de

mutagenicidade apropriado, por exemplo o ensaio de mutagenicidade em bactérias .

Impureza potencialmente genotéxica: é uma impureza que possui estruturas de alerta
mas que nao foi testada num modelo experimental. Neste contexto o termo “potencial”

refere-se a genotoxicidade e nio 4 presenca ou auséncia da impureza ©.

Limiar: dose de uma substincia ou concentragio de exposicao abaixo da qual um

determinado efeito nio é observado ou nio se espera que ocorra ‘.

Mutacao genética: alteracao permanente detetavel num gene ou na regulagao da sua

sequéncia. As alteragcdes podem ser mutagdes, insercdes ou supressoes .

Mutagenicidade: capacidade de induzir danos genéticos transmissiveis, que incluem
mutagoes genéticas, aberragoes cromossomicas e alteragdes no niumero dos cromossomas.

As mutacoes genéticas sao provocadas por interagoes com o DNA, enquanto outro tipo de
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mutagoes podem derivar de interagoes tanto com o DNA como com outros alvos celulares,

como por exemplo as proteinas .

Predictividade positiva: no contexto deste trabalho, é a probabilidade de uma substancia
quimica ser carcinogénica quando contem um dado alerta estrutural. E calculado como a
razao entre o numero de substancias positivas contendo determinado alerta estrutural e o

numero total de substiancias com o mesmo alerta estrutural @,

Produto intermédio: material produzido durante os passos da sintese da substancia ativa

que sera sujeito a transformacio posterior, antes de formar a substincia ativa ©.

Qualificacdo (de impurezas): processo de aquisicio e de avaliagaio dos dados que
estabelecem a inocuidade bioldgica de uma impureza especificada ou de um determinado

perfil de impurezas no teor ou teores especificados .

Rela¢des estrutura-atividade (SAR): no contexto deste trabalho, sao as relagoes entre
a (sub)estrutura da molécula e a sua atividade mutagénica usando relagdes estrutura-

atividade derivadas de dados experimentais .

Rela¢des estrutura-atividade quantitativas (QSAR): no contexto deste trabalho, sao
as relagoes entre a (sub)estrutura da molécula e a sua atividade mutagénica usando relagoes

estrutura-atividade quantitativas derivadas de dados experimentais .

Substéncia: toda a matéria seja qual for a sua origem, humana, animal, vegetal ou quimica ®.

Substancia ativa nova: entidade designada terapéutica que ainda niao se encontra
registada numa regiao ou estado membro (também designada como nova entidade molecular
ou nova entidade quimica). Pode ser um complexo, um simples éster ou sal de uma

substancia ativa previamente aprovada ©.

Substancias para uso farmacéutico: sao substancias organicas ou inorganicas utilizadas
como substancias ativas ou como excipientes na produgao de medicamentos para uso

humano ou veterinario .

Substancia reativa para o DNA: substiancia com potencial para induzir danos no DNA,

através de uma reagio quimica com o DNA ¢,
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Introducao

Segundo a Organizagao Mundial de Saude a incidéncia mundial de cancro aumentara 50% até
2020, se nao forem tomadas medidas preventivas. Esta tendéncia tem-se verificado tanto em

paises desenvolvidos como nos paises em vias de desenvolvimento ®.

Os mais recentes estudos realizados sobre esta matéria indicam que uma grande
percentagem dos cancros tem causas ambientais, onde se incluem fatores como, o estilo de
vida, a dieta, os habitos tabagicos, a poluigao e a exposi¢ao a produtos quimicos nos locais
de trabalho. Sabe-se ainda que um dos fatores essenciais para o desenvolvimento do cancro

é a exposicio a substancias quimicas .

A identificagao da toxicidade das substancias quimicas representa um desafio importante nas
primeiras etapas de investigagio e desenvolvimento de firmacos ). Além disso, a avaliagio
do perfil de impurezas de uma substancia para uso farmacéutico e dos respetivos efeitos
toxicos € uma das etapas do desenvolvimento de medicamentos seguros e efetivos, que

precede a sua introdugio no mercado © (%,

Apesar da existéncia de requisitos regulamentares exigentes relativamente a pureza das
substancias para uso farmacéutico, a presenc¢a de impurezas provenientes dos processos de
fabrico e dos seus produtos de degradagao é por vezes inevitavel. Essas impurezas podem
ser substancias reativas, com uma toxicidade indesejada, incluindo genotoxicidade,
mutagenicidade e carcinogenicidade, por esse motivo devem ser consideradas na avaliagao

de beneficio-risco dos medicamentos ",

A qualificacao das impurezas da substancia ativa € normalmente realizada testando lotes da
substancia contendo as impurezas em estudos toxicologicos pré-clinicos durante o
desenvolvimento, de tal modo que a avaliagido dos efeitos da substincia ativa incluem
também a contribuicao que resulta da presenca das impurezas. Mas, quando nao siao usados
os mesmos lotes nos estudos preé-clinicos e clinicos, quando os processos de sintese sofrem
alteracao e quando estao presentes uma ou mais impurezas novas acima do limiar de
qualificacao nos lotes clinicos ou nos lotes para comercializagdo, podem ser requeridos

estudos de qualificacdo especificos '?.

A identificagado e o controlo das impurezas genotoxicas e mutagénicas no processo de

sintese € um desafio permanente, devido a natureza evolutiva e a quantidade de varidveis
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envolvidas. Por esse motivo, as vias de sintese devem ser rastreadas para a identificagao de
alertas estruturais de genotoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade. Se este tipo de
estruturas forem encontradas nas impurezas, devem ser realizados esforgos para eliminar ou
reduzir os teores dessas impurezas até aos niveis considerados seguros, de acordo com o
principio ALARP (As Low As Reasonably Practicable) e devem ser desenvolvidas vias de sintese
alternativas, com niveis de impurezas devidamente controlados. Se tal nao for tecnicamente
possivel, entao devem ser implementados limites baseados no conceito do TTC (Threshold of
Toxicological Concern) ou no PDE (Permited Daily Exposure), consoante a classificagao da
impureza. Estes limites geralmente sao baixos e requerem o desenvolvimento de métodos
analiticos com sensibilidade e especificidade adequadas. Além disso, as impurezas tém de ser
abordadas de modo continuo durante o desenvolvimento dos processos de sintese. Se a via
de sintese for alterada, é necessario avaliar os novos produtos intermédios. Se os limites de
aceitagao toxicologicos forem alterados, devido a alteragoes na dose maxima diaria do
medicamento, a capacidade do processo para eliminar as impurezas e a capacidade dos
métodos analiticos para as controlar com os novos limites entretanto estabelecidos, devem

ser também reavaliados ©.

As impurezas genotdxicas e mutagénicas, mesmo quando presentes em quantidades
vestigiais, podem constituir um aspeto critico no desenvolvimento dos medicamentos. Este
aspeto, se nao for corretamente gerido pode levar a suspensdes ou a atrasos na aprovagao

por parte das Autoridades Reguladoras '

Por outro lado, a retirada de um medicamento do mercado devido a reagoes adversas
causadas por efeitos toxicos nao previstos para a substincia ativa ou eventualmente pela
presenca de impurezas que nao foram convenientemente detetadas e avaliadas, para além do
impacto negativo na salude dos doentes, causa importantes prejuizos financeiros e a

degradagao da imagem das empresas.

Outro campo onde o tema da toxicologia preditiva também é importante, é na toxicologia
ambiental ou ecotoxicologia que avalia o risco ambiental dos produtos produzidos ao nivel
industrial. Neste setor é igualmente critica a utilizagdo de substancias toxicas, no que diz

respeito aos prejuizos para o ambiente, para a salde do Homem e dos restantes seres vivos
)
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Deste modo, o conhecimento cientifico sobre as estruturas de alerta de toxicidade
eventualmente presentes nas substancias quimicas e os efeitos toxicos a que estas estdo
associadas, bem como a incorporagao desta informagao em programas informaticos
(tecnologias in silico) estudados e validados para prever a genotoxicidade, a mutagenicidade e
a carcinogenicidade das substancias quimicas para uso farmacéutico, sao uma ferramenta
importante, na medida em que permitem realizar menos ensaios toxicologicos em animais,

economizar tempo e diminuir custos.

I. Objetivo do trabalho

O presente trabalho tem como objetivo compreender os recentes avangos do
conhecimento cientifico sobre alertas estruturais de toxicidade e a sua utilizacao nas
tecnologias in silico usadas para prever a genotoxicidade, a mutagenicidade e a

carcinogenicidade das substancias quimicas para uso farmacéutico.

Como exemplo pratico € apresentado um caso de analise toxicoldgica in silico das impurezas

provenientes da sintese do pantoprazol sédico.

2. Evolucao histérica

O estudo dos mecanismos de agao das substancias quimicas que induzem o cancro tem tido
um papel central na compreensio e na prevencao desta doenga, mas as evidéncias

experimentais desses mecanismos ainda sio escassas .

Numa perspetiva historica pode dizer-se que o primeiro marco da investigagao neste campo
foi o aparecimento da teoria eletrofilica da carcinogénese das substancias quimicas,
desenvolvida por James e Elizabeth Miller, que explica a atividade da grande maioria das
substancias carcinogénicas em animais, conhecidas até aos anos 70. Inicialmente, estes
investigadores notaram a eletrofilia dos agentes carcinogénicos alquilantes. Depois,
observaram a carcinogenicidade dos agentes acilantes que também sao eletrofilos. Na altura
estes cientistas ficaram impressionados pela variedade de quimicos carcinogénicos com
diferentes estruturas que sao metabolizados em eletrofilos reativos. Perante esta evidéncia

concluiram que “a maior parte, se nio todas as substincias quimicas carcinogénicas sao
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eletrofilas, ou entao, sao convertidas in vivo em derivados eletrofilos reativos que por sua vez
se combinam com os grupos nucledfilos dos componentes fundamentais dos tecidos, tais

como os acidos nucleicos e as proteinas” ®.

Para melhor compreensao deste trabalho importa recordar alguns conceitos. Uma
substancia diz-se carcinogénica ou cancerigena quando é capaz de induzir o aparecimento de

um carcinoma no organismo.

O termo mutagenicidade indica a capacidade de induzir danos genéticos transmissiveis que
incluem, mutagdes genéticas, aberragdes cromossomicas e alteragdes no nimero dos
cromossomas. As mutagoes genéticas sao provocadas por interagoes com o DNA, enquanto
outro tipo de mutagoes podem derivar de interagoes tanto com o DNA como com outros

alvos celulares (como por exemplo as proteinas) ?.

Por sua vez a genotoxicidade € um termo mais abrangente do que a mutagenicidade. Para
além dos efeitos mutagénicos (permanentes e transmissiveis) a genotoxicidade inclui também
efeitos no material genético que podem originar mutagoes (danos no DNA) nao

transmissiveis as células filhas .

A teoria de que as substancias quimicas eletrofilas podem ser tanto mutagénicas como
carcinogénicas e de que a mutagenicidade pode ser um passo no processo de carcinogénese
surgiu apos a investigacao dos mecanismos da carcinogénese e a pesquisa, em larga escala, da

mutagenicidade das substincias quimicas .

A conclusao de que as substancias mutagénicas sao carcinogénicas s6 aconteceu depois de
Heinrich Malling ter demonstrado que a fragao S30 do figado é capaz de transformar
metabolicamente muitos carcinogénicos nao mutagénicos em mutagénicos e depois de Bruce
Ames ter usado sistematicamente uma fragao S9 do figado num ensaio bacteriano para criar

uma grande base de dados de compostos mutagénicos que também sio carcinogénicos ?.

Enquanto a prova principal e definitiva de que uma substancia quimica é carcinogénica no
Homem deriva de estudos observacionais realizados em humanos, recolhidos através de
estudos epidemioldgicos, a maioria dos carcinogénicos € identificada em estudos animais.
Assim, as experiéncias com animais sao a principal fonte de informagao sobre substancias
carcinogénicas. Contudo, os ensaios em roedores sao dispendiosos, morosos e envolvem

um grande numero de animais. Neste contexto, foi particularmente importante a
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investigagdo desenvolvida com o objetivo de criar alternativas mais rapidas e mais baratas

aos ensaios realizados em roedores. Muitos investigadores contribuiram para este proposito
@

Bruce Ames criou séries geneticamente modificadas de estirpes bacterianas de Salmonella
typhimurium @. O teste de Ames, como ficou conhecido o ensaio da Salmonella typhimurium,
é um teste in vitro, validado, geralmente utilizado para o screening inicial de genotoxicidade e
em particular na atividade indutora de mutagées (“. Consiste num conjunto de estirpes
bacterianas que sao sensiveis a um grande nimero de agentes causadores de danos no DNA.
Cada estirpe tem alguma sensibilidade para classes especificas de substincias quimicas

carcinogénicas (por exemplo, agentes alquilantes ou acilantes) @.

No teste de Ames, as mutagoes de desvio da estrutura ou substituicoes dos pares de bases
podem ser detetadas pela exposicao de estirpes de Salmonella typhimurum dependentes de
histidina a um determinado composto que se pretende testar. Quando essas estirpes sao
expostas a um composto mutagénico, as mutagoes reversas restauram a capacidade da

bactéria para sintetizar histidina e crescer em meio deficiente neste aminoacido .

Devido ao facto de a maioria dos carcinogénicos conhecidos na altura atuarem através de
mecanismos genotoxicos, a atividade dos carcinogénicos mutagénicos na Salmonella tornam a

hipétese de James e Elizabeth Miller quase sempre plausivel ®.

A aplicagao do teste de Ames a um grande nimero de substincias ou produtos quimicos
demonstrou que este ensaio tem uma preditividade positiva elevada para quimicos
carcinogénicos que reagem com o DNA. No entanto, um resultado negativo nao tem valor
discriminatorio. Um produto quimico com resultado negativo no teste de Ames pode ser,
com igual probabilidade, nao carcinogénico ou carcinogénico nao genotoxico. Deve ser
realcado que o excelente desempenho do teste de Ames na identificacdo de carcinogénicos
se deve ao seu brilhante design: foi construido com o propodsito de detetar uma gama de
classes de substancias quimicas que reagem com o DNA. Contudo, a correlagao entre o
teste de Ames e a carcinogenicidade é valida apenas para uma resposta do tipo positiva ou
negativa. A poténcia mutagénica e a carcinogénica nao apresentam correlagao. Assim, apenas
o passo limitante da velocidade de interagao entre a substancia quimica e a célula é comum

aos dois processos ?.
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De acordo com esta perspetiva, a carcinogénese quimica € um processo multifasico e
multifatorial que consiste em trés passos operacionais: iniciagdo, promogao e progressao. A
iniciacdo parece envolver um evento mutacional que pode incluir uma mutagao genética,
uma aberragao cromossomica, translocagao e instabilidade. A promogao envolve a expansao
clonal de células iniciadas para atingir uma massa critica, através por exemplo, de
proliferacao, inibi¢do da morte celular programada, inflamagao croénica persistente, inibicao
da diferenciagao terminal e perda de controlo do crescimento. A progressao pode envolver
um segundo evento mutacional, a perda do gene supressor do tumor, diminuicao da
supervisao imunitdria e aquisicdo de capacidade para metastizar. O teste de Ames baseado
na mutagao de genes deteta substiancias quimicas potencialmente capazes de realizar o
primeiro passo da carcinogénese mas nao € sensivel a fatores que afetem os passos
posteriores. A disjungao entre a via que conduz a expressao de mutagoes na Salmonella e o
que leva a promogao e progressao do tumor em animais, apés o primeiro passo de reagao
com o DNA, é responsavel pela falta de correlagio entre as poténcias toxicas nos dois

sistemas de teste ?.

Outro contributo importante foi dado por John Ashby, e resultou na definigao e compilagao
de alertas estruturais (SAs) seguindo a teoria eletrofilica de James e Elizabeth Miller. Os
alertas estruturais de carcinogenicidade sao definidos como substruturas ou grupos

funcionais da molécula que estio ligados a atividade carcinogénica dos quimicos .

A figura seguinte apresenta alguns exemplos, nao exaustivos, de grupos funcionais com SAs,

conhecidos por estarem envolvidos em reagdes com o DNA Y,
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Figura | — Exemplos de grupos funcionais com SAs, conhecidos por estarem envolvidos em
reagoes com o DNA.

Assim, os SAs identificam classes quimicas potencialmente capazes de causar cancro. Sendo
o ataque ao DNA, ou a sua modificagao, o passo principal do mecanismo de agao de muitos
carcinogéneos, os SAs relativos a tais classes de carcinogéneos sao também validos para o

end point de mutagenicidade da Salmonella ®.

Os brilhantes resultados obtidos com o teste de Ames convenceram a comunidade cientifica
de que existe correlagao entre carcinogenicidade quimica e mutagenicidade e que € possivel
aumentar essa correlagao considerando também eventos genéticos diferentes dos que estao

na base do teste de Ames (isto &, substituigoes, supressoes ou adigoes de bases). Assim,
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foram desenvolvidos outros ensaios de genotoxicidade, baseados em eventos tais como
aberragoes cromossémicas (quebra ou rearranjo) e aberragdes cromossomicas numéricas
(perda ou ganho de cromossomas, definido como aneuploidia). Além disso, uma vez que o
teste de Ames usa bactérias, foram também propostos testes complementares ao da
Salmonella, estendendo os sistemas experimentais as células de mamiferos, in vitro, assim

como a outros ensaios in vivo ®.

Contudo, apesar de varios ensaios de genotoxicidade terem sido usados e terem ganho
popularidade, falharam em estudos comparativos realizados para demonstrar a correlagao e
a capacidade preditiva relativamente a carcinogénese em roedores. De facto, a correlagao
entre cancro e mutagoes parece ser valida apenas para algumas substancias quimicas, ou seja,
as que reagem com o DNA. Esta correlagio nao se mantém em substancias com resultados
negativos no teste de Ames e que nao tém alertas estruturais de reatividade para o DNA,
mesmo admitindo que possam induzir mutagoes em sistemas diferentes dos da Salmonella

(como por exemplo, aberragdes cromossoémicas, ou aneuploidia) .

Apesar destes dados, deve ser realgado que a hipdtese original da reatividade eletrofilica das
substancias quimicas carcinogénicas se mantém valida e tem sido incorporada numa teoria
mais geral sobre a carcinogénese quimica. Do ponto de vista do seu mecanismo de agao, os
carcinogénicos sao normalmente classificados nas seguintes categorias: (a) Carcinogéneos
genotoxicos, para os quais as mutagoes parecem ser um dos primeiros passos No processo
de desenvolvimento do cancro. Tal como referido anteriormente, uma correlacio mais
convincente com a carcinogenicidade é apenas a relativa aos carcinogéneos que reagem com
o DNA. (b) Carcinogéneos nao genotoxicos ou carcinogénicos epigenéticos, que nao se
ligam ao DNA através de ligagoes covalentes, nao causam danos diretos ao DNA e sao
geralmente negativos nos ensaios padrao de mutagenicidade. Enquanto os carcinogéneos nao
genotoxicos atuam geralmente através de grande variedade de mecanismos especificos sem
nenhum conceito unificador aparente, os carcinogéneos genotdxicos (mais precisamente os
carcinogéneos que reagem com o DNA) possuem carateristicas comuns e sao eletrofilos
por si, ou podem ser ativados ou transformados em produtos intermédios eletroéfilos

reativos, tal como originalmente previsto por James e Elizabeth Miller ®.

E conhecido um vasto numero de grupos funcionais que sofre bioativagio ou
biotransformagao. Estes grupos nem sempre podem ser evitados no design de novas

substancias ativas ou novos firmacos, no entanto o risco de bioativagao pode ser
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minimizado usando diversas estratégias como por exemplo: (a) a substituicio do grupo
funcional suspeito, (b) o bloqueio do metabolismo, (c) tornando o metabolismo menos
favoravel, e (d) introduzindo mudangas para pontos fracos do metabolismo, de modo a
facilitar o metabolismo longe dos substituintes com alertas estruturais. A combinagao de

estratégias também pode ajudar a melhorar os resultados ).

3. Mecanismos de acdao das substancias quimicas carcinogénicas e mutagénicas:

perspetiva geral.

3.1. Carcinogéneos genotoxicos (reagem com o DNA)

O primeiro passo necessario tanto para a atividade carcinogénica como mutagénica dos
carcinogénicos genotoxicos € a sua interagao com o DNA, tanto diretamente como apos a
sua ativagao. Segundo a teoria de James e Elizabeth Miller, os locais que podem reagir com
agentes eletrofilos sao os centros nucledfilos do DNA: atomos de azoto e oxigénio das

bases purinicas e pirimidinicas e o esqueleto fosfodiéster .

Para além da formacao de aductos num Unico local numa base nucleica, os agentes
bifuncionais podem reagir com outro local nucleofilico (i) na mesma base nucleica, formando
um sistema biciclico ou triciclico, (ii) numa base nucleica diferente dentro da mesma cadeia
ou em cadeias opostas do DNA, formando ligagoes inter ou intracadeias, respetivamente, ou

(iii) numa proteina, formando ligagdes cruzadas entre o DNA e a proteina ®.

A figura seguinte representa a numeragao dos atomos das bases do DNA de modo a facilitar

a compreensio dos mecanismos de agao explicados a seguir ®.
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Figura 2 — Numeragao dos atomos das bases do DNA.
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Além da natureza quimica das espécies reativas, a especificidade das reagoes em diferentes
locais é fortemente dependente da nucleofilia dos centros do DNA e dos fatores estéricos.
Os locais mais nucledfilos sao os nitrogénios endociclicos tais como N3 e N7 da guanina e
da adenina, enquanto os oxigénios exociclicos das bases sao menos nucledfilos. O N7 da
guanina, exposto no maior sulco da hélice normal do DNA, é mais acessivel e por isso mais
disponivel para reagir com eletrofilos do que a posicao N3 da adenina, orientada para o
sulco menor. Por razoes semelhantes, locais muito eletrofilicos como NI da adenina e N3
da citosina, nao reagem extensivamente devido ao impedimento estérico. Além de aductos
nos nitrogénios e nos oxigénios, foram ainda detetados outros aductos. Por exemplo, apesar
da sua fraca nucleofilia, sio também frequentemente encontrados aductos na posicao C8 da
guanina (por exemplo no caso de reagoes com metabolitos reativos das aminas aromaticas).
Contudo, existem evidéncias que sugerem a formagao desses aductos da guanina envolvendo

um ataque inicial da posi¢ao N7, seguido de rearranjo @.

Neste panorama geral, a carcinogénese quimica € altamente diferenciada em termos das vias

de formacio dos aductos do DNA @,

Os agentes alquilantes sao substancias quimicas capazes, por si, ou apés ativagao metabdlica,
de transferir residuos alquilicos para o DNA, os quais podem conter estruturas complexas
incluindo sistemas aromaticos nao conjugados com o local de substituicao. A posicao N7 da
guanina é o local mais extensamente modificado por agentes alquilantes. As preferéncias
observadas noutros locais tém sido explicadas em termos de reatividade, forte ou fraca. Os
agentes fortemente alquilantes, caraterizados por terem um tamanho pequeno, carga
positiva e reduzida capacidade de polarizagao, possuem elevada reatividade com os oxigénios
fortemente nucledfilos do DNA. Por outro lado, agentes alquilantes fracos, de tamanho
grande, sem carga e polarizaveis, favorecem reagdes nos nitrogénios mais fracos.

Surpreendentemente, os grupos amina exociclicos nio sio alvo de agentes alquilantes .

Outra classe de substancias quimicas carcinogénicas é constituida pelos agentes acilantes. As
substancias deste grupo reagem através da transferéncia do grupo acilo para as bases
nucleicas do DNA. Formam aductos na posicaio O6 da guanina e nos grupos amina

exociclicos da citosina, adenina e guanina ®.

Outra via possivel para os locais de substituicao é a dos agentes arilaminantes (isto €, aminas

e amidas aromadticas, azoaminas e nitroaromaticos): sao ativados em espécies muito
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eletrofilicas que reagem com o DNA para dar derivados de arilaminas. A maior classe de
aductos de DNA originados por estes compostos, formam-se nos atomos N2 e C8 da
guanina. Enquanto os aductos N2-guanil podem ser facilmente explicados em termos de
reacao eletrofilica do ido nitrénio ativado (ou do seu carbénio equivalente), os mecanismos
de reagao em C8 sao menos claros. Esta posicao é de facto um local que favorece certas
reagoes de adigao de radicais, mas nao reage prontamente com outras espécies eletrofilicas.

Foi proposto um mecanismo que envolve a formacio inicial de um aducto N7-guanil @,

Outro modo de interagao das substancias quimicas com o DNA ¢é através da insergao

intercalante no espago entre pares de bases adjacentes .

A intercalagao é uma associagao nao covalente, cuja afinidade é orientada pela forga
eletrostatica, isto &, através de ligagoes de hidrogénio, de interagoes de carga transferida e
interagoes de van der Waals. As moléculas policiclicas aromaticas sao agentes intercalantes
classicos, capazes de se inserirem parcial ou completamente entre pares de bases do DNA
adjacentes. Além disso, a atividade intercalante no DNA foi documentada para diversas

moléculas com estrutura de multiplos anéis nio fundidos ®.

As potenciais consequéncias da intercalagdo compreendem alteragoes na estrutura local do
DNA, incluindo desenrolamento da dupla hélice e alongamento das cadeias danificadas do
DNA, quebra das cadeias, através do envenenamento da topoisomerase e mutagénese de

enquadramento em bactérias (especialmente nas sequéncias repetitivas do DNA) @,

Contudo, as intercalagdes puras no DNA na auséncia de adigdes ou ligagoes fortes nao

geram necessariamente genotoxicidade .

Um grande numero de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) causam a formagao
de lesoes de DNA volumosos, por ligagdes covalentes, apds ativagao metabolica em diol
epoxidos altamente reativos. Um fator crucial para a produgao, pelos diol epdxidos, de
aductos covalentes no DNA, depende da sua capacidade para formar com o DNA, no
primeiro passo, complexos intercalantes nao covalentes. Ao contrario de outros agentes, os
PAH diol epoxidos reagem primeiro com grupos amina exociclicos da desoxiadenosina e
desoxiguanosina. A extensao relativa dos aductos dos dois nucledsidos de purina depende da

estrutura quimica do PAH ®.
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Os aductos formados por substancias quimicas reativas para o DNA estao sujeitos a uma
variedade de processos de reparagao na célula. A reparagao ineficiente pode resultar em
mutagoes nas sequéncias, durante a replicagio do DNA. Os diferentes locais de formagao de
aductos tém sido associados a diferentes probabilidades de causar erros na codificagao. A
formagdo de aductos em locais de codificagdo, tais como O° Nle N* da guanina, NI e Né
da adenina, O2, N3 e N* da citosina e O* e N3 da timina, podem ser classificados como
lesdes promutagénicas, porque se nao forem reparadas com sucesso podem interferir com o
emparelhamento das bases durante a replicagao do DNA e causar mutagao. Em contraste, a
formagao de aductos na posicao N7 da guanina e adenina e na posicao N3 da adenina geram
aductos menos estaveis do que a despurinagdo espontanea, produzindo reparagao eficiente
dos locais apurinicos. As grandes lesdes em N7, tais como as provocadas por aflotoxinas,
podem ter atividade bioldgica potente, incluindo mutagenicidade e constituem uma excegao

a este mecanismo ?.

Para além dos aductos formados nos locais de codificagao, os aductos que alteram a
estrutura do DNA ou impedem a replicagaio podem também originar efeitos genotdxicos. E
o caso de varios aductos do DNA derivados de carcinogéneos aromaticos volumosos que

induzem mutagdes por alteragdes conformacionais do DNA @,
3.2. Carcinogéneos nao genotoxicos

Como referido anteriormente os carcinogéneos nao genotoxicos atuam por varios
mecanismos, sem um conceito unificador aparente. O resumo dos principais mecanismos de
carcinogenicidade nao genotoxica foi descrito num artigo de revisao de Romualdo Benigni e

Cecilia Bossa, publicado em 201 | ®.

Os proliferadores de peroxissoma (PPs) sao uma classe de compostos quimicos que causam
cancro no figado quando administrados cronicamente em ratos e murganhos. Estes
compostos quimicos, considerados agentes nao genotoxicos, dao geralmente resultados
negativos em ensaios de genotoxicidade. O mecanismo pelo qual estes compostos causam
tumores nao esta completamente esclarecido, no entanto, pensa-se que oOs recetores

ativados por proliferadores de peroxissoma alfa, conhecidos por PPARa medeiam a maior

parte dos efeitos dos PPs no figado dos roedores ®.

Tém sido propostas duas hipoteses para contabilizar a hepatocarcinogénese induzida por PPs

em roedores: (a) aumento nos danos do DNA através da indugao de stress oxidativo e (b)
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alteragdo no controlo do crescimento dos hepatécitos pelo aumento da proliferagao de
células ou diminuicao da apoptose. Apesar dos PPs apresentarem geralmente uma estrutura

diversa, podem ser identificadas trés classes as quais muitos deles pertencem: (1) derivados

fenoxiacidos, (2) acidos alquilcarboxilicos e precursores e (3) ésteres de ftalatos .

Tem sido demonstrado que entre os PPs, os acidos gordos perfluorados com cadeias de
comprimento especifico exercem uma regulagao negativa das comunicagoes intercelulares
via jungoes do tipo gap (GJIC). A presenca de GJIC alteradas tem sido associada a um

crescimento e desenvolvimento celular anormais e tem sido implicada no mecanismo de

acio de carcinogéneos nio genotdxicos ?.

Muitos carcinogéneos nao genotdxicos exibem uma inibicao ou redugao das GJIC. Entre eles
estao o clordano, o DDT, o pentaclorofenol, o fenobarbital, os bifenilos polibromados, o

hidroxi-anisole butilado, a acetamida, a fenitoina, o mirex e os compostos de niquel e de

arsénio .

A citotoxicidade é outro mecanismo associado aos carcinogéneos nao genotoxicos. Doses
elevadas de agentes citotoxicos podem induzir um estado de hiperproliferagao nos tecidos
alvo, caraterizado pela morte celular e por uma proliferagao celular regenerativa
compensatoria. A proliferagao celular persistente, por sua vez, pode ser responsavel pelo
desenvolvimento de neoplasia. Pensa-se que a citoletalidade, com consequente inflamagao,
hiperplasia regenerativa, ou modulagao da resposta imunitaria seja um passo necessario para
conduzir o processo de carcinogénese pelos carcinogéneos citotdxicos. Como exemplo, o
desenvolvimento de tumor no figado de rato, induzido pelo cloroféormio, mostrou ser
secundario a eventos associados a citotoxicidade continua e consequente proliferagao

celular regenerativa .

Verificou-se que alguns compostos quimicos nao genotoxicos que atuam por um modo de
acdo citotoxico originam tumores da bexiga ou hiperplasia pela formacio de pedras na
bexiga, calculos ou microcristais. Como exemplos sao referidos os precipitados urinarios e

microcristais na bexiga do rato induzidos pela sacarina e os calculos urinarios e pedras da

bexiga produzidos pelo uracilo, melanina e 4cido tereftalico .

A ligagao as Q,,-globulinas foi reportada como sendo outro mecanismo citotoxico pelo qual

muitos compostos quimicos de diversas estruturas induzem tumores do rim em ratos
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macho. Substancias como a gasolina sem chumbo, o trimetilpentano, o D-limoneno, o penta
e o hexacloroetano sao capazes de se ligar diretamente ou apos metabolismo a proteina Q,, -
globulina, presente em grandes quantidades nos ratos macho de certas espécies. O
complexo resultante nao é facilmente digerido pela célula. A consequente acumulagao de
0,,-globulina foi associada a toxicidade, necrose das células do epitélio tubular, com

sustentada proliferagao regenerativa das células, induzindo por fim tumores no tubulo renal

@

A imunossupressao pode ser outro evento crucial na indugao de cancro pelos carcinogéneos
genotoxicos. As terapias imunodepressoras estao muitas vezes associadas a elevada
incidéncia de desenvolvimento de doengas malignas. O papel dos farmacos
imunossupressores durante os primeiros passos da formagao do tumor permanece
controverso. Contudo, pensa-se que a vigilancia imunitaria diminuida das células neoplasicas
e a atividade antiviral deprimida estejam envolvidas na progressao e disseminagao do cancro.

Um mecanismo celular autonomo independente da imunidade do hospedeiro foi reportado

para a promogio do cancro por um imunossupressor muito usado, a ciclosporina A ®,

Outra classe de carcinogéneos nao genotoxicos atua através da indugao de um desequilibrio
hormonal e subsequente sobreproducao de hormonas troéficas. O aumento persistente dos
niveis hormonais estimula a proliferagao celular e eventualmente o desenvolvimento de
tumores. A exposicao longa a hormonas estrogénicas tem sido associada ao aumento do
risco de cancro dos tecidos sensiveis a hormonas (mama, endométrio). O mecanismo
principal do seu efeito carcinogénico ¢ a proliferagao celular através da mediagao de sinal do
recetor nuclear de estrogénio. Os efeitos do estrogénio genotoxico, através da ativagao
metabdlica do citocromo P450 sao considerados uma via complementar importante na sua
carcinogenicidade. Os metabolitos eletrofilicos reativos gerados sao capazes de formar

aductos diretamente com o DNA ou induzir danos oxidativos por processos de ciclo redox

e producio de espécies reativas de oxigénio (ROS) ?.

Disturbios hormonais induzidos por farmacos em roedores demonstraram causar efeitos
tumorigénicos na tiroide. Diferentes mecanismos nao genotoxicos podem estar envolvidos:
perturbacoes na biossintese (por exemplo no perclorato e na tioureia) ou secregao (por
exemplo no litio) das hormonas da tiroide; aumento do metabolismo periférico das
hormonas da tiroide por indugao das enzimas microssomais da tiroide (por exemplo no

fenobarbital, clordano, DDT, TCDD e PCB); aumento da secre¢ao da hormona estimulante
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da tiroide (TSH), por via da inibicao da enzima 5’-monodeionidase (por exemplo no FD&C

n°3 e na difeniltiohidantoina) ®.

Associado ao desequilibrio hormonal, verificou-se que os agentes que induzem
desenvolvimento de tumores na tiroide provocam hipersecregao crénica de TSH, que
progride para hipertrofia da célula folicular, hiperplasia e eventualmente neoplasia. Os
carcinogéneos da tiroide sao geralmente diversos na sua estrutura quimica. Contudo,
verificou-se que a presenca do elemento estrutural tioamida aumenta o potencial

carcinogénico na tiroide, embora nio suficiente para gerar tal atividade por si .

O stress oxidativo é outro mecanismo possivel de funcionamento dos carcinogéneos nao
genotoxicos. Este resulta de um desequilibrio entre a produgao de ROS e a capacidade
antioxidante da célula alvo. As espécies reativas de oxigénio podem interagir com
componentes celulares criticos como as proteinas, os lipidos e o DNA. Foi também
demonstrado que interferem com as vias de transdugao de sinal e regulam a expressao de
genes. Estes efeitos epigenéticos sao considerados importantes, principalmente na fase

carcinogénica de promoc¢ao do tumor, em que os danos oxidativos do DNA contribuem

predominantemente para o processo de iniciagio ?.

O processo de carcinogénese tem sido frequentemente associado a um perfil de metilagao
do DNA alterado. A metilagio do DNA (conteido em 5-metilcitosina presente no DNA), é
um mecanismo epigenético envolvido na regulagao da transcricao. Pensa-se que a alteracao
dos padroes de metilagao, observada em células e tecidos tumorais, interfere com a
expressao genética. Pensa-se ainda que a hipermetilagaio do DNA ou a hipometilagao de
regides promotoras, que conduz, respetivamente, a supressao dos supressores do tumor, ou
a sobre expressao de oncogenes, desempenha um papel na carcinogénese. Além disso, o
aumento da metilagao do DNA aumenta a probabilidade dos pontos de mutagao C e T,

devido a desaminacio espontinea da 5-metilcitosina para timina .

A tabela seguinte refere uma compilagao de classes quimicas com reconhecida ligagao
mecanistica a carcinogenicidade e mutagenicidade, codificadas como alertas estruturais no
sistema informatico especializado Toxtree 2.1.0 (com os codigos Toxtree). As classes estao

agrupadas por mecanismos de agio .

O Toxtree é um software livre que classifica as substincias quimicas e prevé varios tipos de

efeitos tdxicos através da aplicagio de vérias arvores de decisiao ®.
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Tabela | — Estruturas de alerta de carcinogenicidade e mecanismos de agao.

Acylating, Direct Acting Agents
a1 acyl halides
5415 isooyanate and isothiocyanate groups
SA_6 fHactones (and y-subones)
Mlylating, Direct Acting Agents
SA 2 alkyl (C < 5) or benzyl ester of sulfuric,
sulfonic, phospharic, or phosphonic acid
5A_3 N-methylo] dedvatives
5A_5 8 or N mustard
5A_6 FHactones and ¥ -sultones
A 7 epoxides and azirdines
5A_B aliphatic halogens
A 9 alloy] nitrite
SA_10 i ff-unsaturated carbonyls
5411 simple aldehyde
ah 12 quinones
Alkylating, Indirect Acting Agents
5A_4 maonchaloalkene
5A_13 hydrazine
5A_14 aliphatic azo and azoxy
5A_16 alleyl carbamate and thiocarbamate
5a_21 alloyl and aryl Nenitroso groups
5a 32 agide and trizzene groups
5 33 aliphatic N-nitro group
SA_24 it f-unsaturated aliphatic alkoxy group
Intercalating and DN A Adduct Forming, Indirect Acting Agents
5A_18 polyoydic aromatic hydrocarbons
5419 heteracydic polyeyclic aromatic hydrocarbons
5A_30 coumnaring and furocoumarins

Aminoard DNA Adducts Forming, Indirect Acting Agents

SA_25 aroratic miroso group
SA_26 aromatic Aing N-oxide
SA_27 nitro-aromatic
SA 28 primary aromatic amine, hydroxyl amine,
and its derved esters

5A_2Bhis aromatic mono- and dialkylamine
5A_2Bter aromatic N-acyl amine
54 39 aromatic dizzo

MNomgenotoxic Cardnogens
SA_20 (poly) halogenated opdoalkanes
SA_17 thiocarbonyl
SA_3la halogenated benzene
54 31b halogenated PAH
SA_3lc hal ogenated dibenzodioxins

As carateristicas estruturais das classes quimicas mencionadas na tabela anterior encontram-

se representadas na figura seguinte.
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Figura 3 — Carateristicas estruturais das classes quimicas listadas na tabela 2.

lﬁr‘Cl‘F.l]
r Ar = naphthalene, biphenyl, dipheny!
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4. Mecanismos de acdo e relagdes estrutura-atividade como base da toxicologia

preditiva usada nas tecnologias in silico.

Desde o nascimento da quimica moderna que os investigadores tém tentado perceber a
relagao existente entre a estrutura e as bases fisico-quimicas da atividade bioldgica das

substancias quimicas .

Uma das abordagens propostas € a qualitativa, que tem em conta a significancia de
determinados grupos da molécula na atividade biologica, como por exemplo, grupos

descritos como farmacoforos, toxicoforos ou alertas estruturais .

A outra é a uma abordagem quantitativa das relagdes estrutura-atividade (QSAR),
desenvolvida nos anos 80. Apesar do aumento exponencial nos métodos e nas tecnologias
informaticas propostas, o conhecimento das estruturas de alerta como reconhecimento e
classificacao de estruturas moleculares e grupos reativos responsaveis pelos efeitos toxicos,
ainda desempenha um papel primario na mecanistica da toxicologia e fornece poderosos
meios de intervencao para modelar as substincias quimicas. Este facto tem ainda maior
importancia no campo da carcinogénese e mutagénese, ambos por razdes historicas e
porque a disponibilidade dos métodos QSAR ainda ¢ limitada. De facto, o conhecimento dos
mecanismos de agao tal como exemplificado pelos alertas estruturais (SAs) é usado em
rotina no contexto regulamentar na avaliagao de risco dos medicamentos e suas impurezas
ou na priorizagao das substancias quimicas a testar em modelos animais. Além disso, os SAs
estao na base de programas comerciais, como por exemplo o Derek da Lhasa Ltd, ou nao

comerciais, como por exemplo o Oncologic e o Toxtree ?.

Existe bastante literatura disponivel sobre toxicologia preditiva mas este trabalho foca-se
essencialmente na capacidade preditiva da informagao qualitativa e quantitativa das relagoes

estrutura-atividade.

Mesmo sabendo que em geral ¢ dificil avaliar as contribuigoes da informagao qualitativa
mecanistica baseada nas SAR para a avaliagao do risco e a modulagao das substancias
quimicas, existem varias evidéncias disponiveis indicando que estas contribuicoes foram
importantes. Exemplo disso é o caso do Programa Nacional de Toxicologia dos EUA que
seleciona as substancias quimicas a incluir em ensaios toxicologicos. Foi testada a atividade

carcinogénica de cerca de 400 substincias quimicas. Dois tercos foram selecionados para
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ensaios toxicologicos porque apresentavam estruturas suspeitas. Um tergo foi selecionado
devido as suas caracteristicas de producao ou exposicao. A andlise demonstrou que os
critérios estruturais adotados para a curta lista de substincias quimicas suspeitas foram
capazes de enriquecer o alvo até dez vezes. De facto, verificou-se que 70% das substancias
quimicas testadas nos ensaios toxicologicos eram carcinogénicas, enquanto apenas 7% das
selecionadas para os ensaios com base nos critérios de produgio e exposicao eram

carcinogénicas @.

Por outro lado, existem também evidéncias fornecidas pela Autoridade Reguladora
Americana, FDA, de que o niumero de medicamentos e pesticidas contendo SAs conhecidos
ou com resultados positivos no teste de Ames introduzidos recentemente no mercado
diminuiu. Este facto indica que a informagao mecanistica sobre a carcinogenicidade dos
compostos quimicos € partilhada pelos profissionais responsaveis pelos processos de sintese,

o que lhes permite sintetizar produtos mais seguros ?.

Apos a definigao e compilagao dos SAs por parte de John Ashby, com base na teoria
eletrofilica de James e Elizabeth Miller, os mais recentes conhecimentos de mecanistica sobre
substancias quimicas carcinogénicas foram também incorporados em sistemas informaticos
especializados que permitem uma avaliagio mais rapida e flexivel das substancias quimicas.
Exemplos de sistemas com acesso livre sao o Oncologic e o Toxtree, entre outros

mencionados no ponto seguinte deste trabalho ®.

A compilagao dos SAs implementados no Toxtree 2.1.0 foi sujeita a estudos de validagao: os
SAs tém elevada sensibilidade e especificidade para o teste de Ames (exatidao geral = 0.79),
mas tém baixa concordancia com a carcinogenicidade (exatidao geral = 0.70). A baixa
concordancia com a carcinogenicidade deve-se ao facto de existirem poucos SAs para os
carcinogénicos nao genotoxicos. Por outro lado, deve ser enfatizado que a capacidade
preditiva dos SAs para a mutagenicidade em Salmonella (exatidao = 0.79) é da mesma ordem
de grandeza do proprio teste de Ames que apresenta uma reprodutibilidade interlaboratorial
de 80-85%. Isto significa que a avaliagdo da mutagenicidade quimica através do teste de Ames

e através dos SAs tem a mesma fiabilidade @.

A revisao realizada por Romualdo Benigni e Cecilia Bossa em 2011 refere, sob a forma de
tabela, a capacidade preditiva positiva dos SAs de carcinogenicidade do Toxtree, calculada a

partir da base de dados livre ISSCAN v3a.
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Deve ser realgado que a preditividade positiva média dos SAs é de 80%, o que corresponde
a um grau de incerteza semelhante ou mais baixo que o dos ensaios toxicologicos. Os
alertas estruturais com elevada preditividade positiva para a carcinogenicidade nao
pertencem a um mesmo mecanismo toxicologico ou area especifica, mas abrangem
diferentes categorias e incluem tanto agentes com agao direta como indireta. Deve ser
também realcada a elevada preditividade, (a) dos agentes alquilantes, compostos N-nitrosos
(SA_21), quinonas (SA_12), hidrazinas (SA_13) e esteres dos acidos sulfénico ou fosfonico
(SA_2), (b) dos agentes intercalantes, PAH heterociclicos (SA_19), e (c) das aminas

aromaticas formadoras de aductos com o DNA, arilaminas (SA_28) .

A tabela seguinte constitui outra evidéncia importante nesta matéria e mostra que quase
todas as substancias reconhecidamente carcinogénicas no Homem contém SAs. Assim,
conclui-se que o conhecimento mecanistico contido nos SAs é uma base adequada para

identificar substancias carcinogénicas para o Homem ® (%),
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Deste modo, tendo por base as evidéncias descritas pode também concluir-se que o grau de
incerteza de um modelo QSAR adequado é comparavel ao de um ensaio experimental

adequado @,

5. Sistemas informaticos especializados ou tecnologias in silico

Décadas de pesquisa baseadas na evidéncia, no espectro das mutagoes e na sequéncia
gendmica dos tumores, permitiram concluir que a mutagenicidade é também indicativo de

carcinogenicidade .

A disponibilidade de dados experimentais consistentes, sendo o teste de Ames um dos
endpoints mais usados, levou ao desenvolvimento de muitos sistemas ou modelos in silico

destinados a prever a mutagenicidade e carcinogenicidade das substincias quimicas 'Y

Estes sistemas sao ferramentas informaticas Uteis para reduzir o tempo, os custos e oOs
recursos gastos nas avaliagoes e podem ser usados como complemento ou em substituicao

de dados experimentais nas abordagens baseadas no peso da evidéncia .

5.1. Tipos de modelos QSAR

O potencial mutagénico e carcinogénico das substincias quimicas pode ser avaliado por
diferentes tipos de modelos QSAR: (a) modelos de SAR qualitativos ou semiquantitativos,
(b) modelos QSAR tradicionais, (c) softwares ou modelos formais computorizados e (d)
outros métodos baseados em biologia, métodos de modulagio molecular ou métodos

integrativos (7).

Os modelos de SAR qualitativos ou semiquantitativos envolvem: (a) julgamento humano
(expert judgement) ou identificagdo das caracteristicas estruturais (ou seja, os alertas
estruturais) que podem contribuir para a carcinogenicidade com auxilio de computador, (b)
avaliacao de fatores que afetam a absorgao/distribuicao/metabolismo/excrecao (ADME) e (c)
outras informagoes de suporte como base da previsao. Os resultados da previsio podem ser
expressos qualitativamente (positivos ou negativos) ou semiquantitavamente numa escala
relativa (baixa, moderada ou elevada). Para substancias quimicas com dados abundantes ou

com homologos ou analogos de estrutura semelhante, podem ser realizadas andlises de “read
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across” ou “trend analysis” para projetar o potencial carcinogénico da substancia em causa,

por comparagao com os homélogos ou analogos (.

Nos modelos QSAR tradicionais o potencial carcinogénico de uma substancia quimica é
previsto quantitativamente (geralmente o TD,, com uma incidéncia de tumor de 50% em
roedores) através da utilizagio de equagoes ou modelos matematicos que relacionam a
atividade carcinogénica de um training set constituido por substincias de estrutura
semelhante com a combinagiao das suas propriedades fisico-quimicas e outros descritores
moleculares (topologia, mecanica quantica) usando varios métodos estatisticos tais como

andlise de regressio e andlise do componente principal "

Assim, ao longo do tempo foram desenvolvidos varios softwares ou modelos de previsao
computorizados para prever o potencial mutagénico e carcinogénico de substancias
quimicas. Estes incluem: (a) sistemas baseados em regras do conhecimento especializado que
incorporam a experiéncia humana de peritos, (b) sistemas que combinam as decisdes de
especialistas com abordagens estatisticas e correlativas, (c) aprendizagem de maquinas,
networking neuronal, inteligéncia artificial ou sistemas de mineracao de dados para identificar
fragmentos moleculares de interesse, descobrir caracteristicas SAR, deduzir regras de
conhecimento e/ou desenvolver decisoes logicas. Também foram usados métodos ou
abordagens computacionais para desenvolver: (a) modelos baseados em biologia tais como a
modulagao 2-D ou 3-D em recetor, docking e SAR no ligando, (b) modelos integrativos que

incorporam informagio quimica e biolégica (7.

Segundo Woo et al., outra forma de classificar os métodos QSAR é a seguinte: (a) métodos
baseados em estatistica (estatistica deterministica ou associagao probabilistica), (b) métodos
baseados em mecanistica (métodos de modulagio no recetor ou baseados em
electrofilicidade), ou, (c) métodos que utilizam a combinacdo das duas abordagens.
Idealmente os estudos de QSAR deveriam encontrar uma associacdo estatistica, com

fundamentacio mecanistica '”.

Para o desenvolvimento dos modelos QSAR podem ser usados grupos de compostos
quimicos (denominados congéneres ou homogéneos) ou grupos de substancias quimicas
diversas (denominados nao congéneres ou heterogéneos). Em geral, modelos preditivos que
usam dados congéneres requerem menos compostos para o desenvolvimento do modelo e

tém em geral melhor desempenho (possivelmente porque apresentam maior probabilidade
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de terem o mesmo mecanismo) mas sao mais limitados no campo de aplicagao, enquanto
modelos globalmente nao congéneres tendem a ser mais versateis mas mais sujeitos a
resultados falsos negativos se o composto quimico nao estiver bem representado na base de

dados (7).
5.2. Comparacao de modelos QSAR

Tal como referido anteriormente, existem varios programas informaticos livres ou

comercializados para previsao da toxicidade utilizando as diferentes abordagens.

Nazanin G. Bakhtyari et al. publicaram em 2013 os resultados de um estudo comparativo de
modelos in silico usados para prever a mutagenicidade de substancias quimicas. Usando uma
base de dados com mais de 6000 compostos, este grupo de investigadores testou o
desempenho de 8 modelos quantitativos das relagoes estrutura atividade QSAR: ACD/Tox
Suite, Absortion, Distribution, Metabolism, Elimination, and Toxicity of chemical substances
(ADMET) predictor, Derek, Toxicity Estimation Software Tool (T.ES.T.), TOxicity
Prediction by Komputer Assisted Technology (TOPKAT), Toxtree, CEASAR, and SARpy
(SAR in python). Para uma avaliagdo mais realista da exatidao e preditividade foram
considerados os resultados obtidos dentro e fora do conjunto de treino (training set) de cada

modelo Y.

Tabela 3 — Resumo das caracteristicas do software e respetivas verses usadas.

Freely Applicability
Software Method Available Domain
ACD Tox Suite Statistical model employing MNo Reliability index
ACD/Lalbs v binominal PLS., predefined set
2.95) of fragmental descriptors.

local correction to baseline.
using experimental data for
similar compounds

ADMET predictor Neural network ensembles MNo Molecular
Simulation Plus descriptor
w &.06.0007) space
Derek Nexus v 2.0 Cobllecgorﬁ of knowledge—rule No Not applicable
ase
TE.S.T. v 4.0.1 Consensus method: average of Yes Quantitative AD
the predicted toxicity values measurement

by 3 models: neural network,
Food and Drug
Administration., and
hierarchical clustering

TOPKAT (Accelrys DSAR statistical method on 2D MNo Optimum
discowvery studio descriptors (e-state., predictive
w31 topological) space

Toxtree v 2.5.0 Cobllecgorﬁ of knowledge—rule Yes MNot applicable

ase

VEGA Caesar v SAR statistical model based Yes Suantitative AD
2.1.10 on Neural Network + measurerment

rule-based model

VEGA SARpPpY v Statistical model based on Yes Quantitative AD
1.0.5-Beta structural alerts autrormatically mMmeasurement

selected on the basis of their
occurrence in toxic/nontoxic
compounds
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De acordo com estes investigadores, de um modo geral todos os modelos mostraram
elevado desempenho, mas os modelos baseados em métodos estatisticos obtiveram

melhores resultados .

A preditividade dos modelos QSAR de dominio publico para classes individuais de
congéneres também foi avaliada numa parceria entre o Instituto Superiore di Sanita e o
European Chemicals Bureau. Os detalhes do estudo foram publicados por Benigni et al. em
2008 e testaram a preditividade dos modelos QSAR comparando os resultados com os
obtidos num conjunto de testes reais externos. A andlise considera seis QSARs que
descrevem o gradiente de poténcia de substincias toxicas e cinco QSARs destinados a
distinguir compostos ativos e inativos. As atividades bioldgicas incluem mutagenicidade em
Salmonella e carcinogenicidade em roedores para as seguintes classes: aminas aromaticas,
nitroarenos e aldeidos alifaticos. Os modelos QSAR de poténcia obtiveram uma
preditividade de 30-70% enquanto os modelos QSAR usados para distinguir entre
substancias ativas e inativas obtiveram uma preditividade de 70-100%. Para apreciar
plenamente este resultado, a preditividade externa dos modelos de atividade (70-100% de
exatidao) deve ser comparada com a variabilidade dos ensaios experimentais. Conforme ja
referido estima-se que a repetibilidade interlaboratorial de um teste adequado como o teste

de Ames seja de 80-85% ('®.

De um modo geral, pode concluir-se que um modelo QSAR produz uma avaliagio mais
refinada relativamente aos SAs e deve ter maior importancia numa analise baseada no peso
da evidéncia '®. Além disso, o grau de incerteza de um modelo QSAR adequado é

comparavel ao de um ensaio experimental adequado .

6. Aspetos importantes a considerar na utilizacao de modelos QSAR

6.1. A importancia de compreender os mecanismos

A compreensao dos mecanismos (descritos resumidamente no ponto 3) é crucial na
realizagao da andlise QSAR e interpretagao dos respetivos resultados, devido ao grau de
complexidade, ao elevado nimero de fatores e a existéncia de varias fases envolvidas nos

processos de carcinogénese ("),
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As consideragoes mecanisticas podem melhorar os estudos ajudando a: (a) selecionar os
descritores moleculares mais apropriados (exemplo, electrofilicidade versus anadlise baseada
no recetor), (b) a avaliar se a base de dados de treino é apropriada para as previsoes
relativas aos compostos a analisar, (c) estratificar a base de dados de treino em grupos mais
pequenos, contudo, mais homogéneos do ponto de vista mecanistico, para melhorar a
capacidade preditiva, (d) interpretar outliers, (e) guiar hipoteses de teste para preencher
lacunas nos dados e, (f) avaliar a relevancia e significincia para o Homem das previsoes

baseadas em dados obtidos com animais 7).
6.2. Critérios para avaliar a validade e o valor cientifico do modelo QSAR

A maior parte dos estudos de validagao tendem a focar-se na exatidio preditiva ou
concordancia dos métodos QSAR. A exatidio preditiva pode ser separada em dois
componentes: (a) sensibilidade, que mede a capacidade de detetar resultados positivos (isto
¢, evitar falsos negativos), (b) especificidade, que mede a capacidade de prever resultados
negativos (isto é, evitar falsos positivos). Deve ser realgado que a exatidao preditiva de cada

modelo QSAR é muitas vezes especifica do lote de substincias quimicas usado (7).

Para além da exatidio preditiva devem ser considerados outros fatores para avaliar a
validade e o valor cientifico do modelo. Por exemplo para métodos QSAR que envolvam
julgamento de peritos (expert judjment) os fatores a considerar devem incluir: (a) registos dos
conhecimentos e pericias preditivas dos peritos envolvidos, (b) o campo de aplicagao e
objetivo da andlise QSAR, (c) o grau de consideragao de literatura de suporte e informagao
de suporte, (d) o grau de consideragao de informagao relevante sobre estruturas e
mecanismos, e (e) a articulagao das bases cientificas usadas na previsao, racional, confianga,

incerteza e falhas, se existirem (",

A Organizagao para a Cooperagao Economica e Desenvolvimento (OCDE) realizou um
workshop em Setubal para definir os principios a considerar num modelo QSAR usado por
Reguladores. O painel concluiu que, para fins regulamentares, um QSAR deve: (a) estar
associado a um endpoint definido, com importancia regulamentar, (b) tomar a forma de um
logaritmo nao ambiguo, (c) ter um dominio de aplicagao definido, (d) estar associado a bons
resultados do grau de ajuste, robustez e preditividade, e (e) ter preferencialmente uma base

mecanistica (7).
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6.3. LimitacGes dos modelos QSAR

Os estudos de QSAR, independentemente da sua adequagao tém sempre certas limitagoes
devido as dificuldades inerentes aos endpoints especificos. Algumas das maiores dificuldades
incluem: (a) complexidade mecanistica, que dificulta a andlise QSAR; (b) falta de bases de
dados de treino bem balanceadas, porque os investigadores tendem a favorecer a condugao
de estudos com achados positivos em detrimento de outros com resultados negativos; (c)
elevada variabilidade de estudos de longo termo com resultados inconsistentes ou
inconclusivos que podem requerer mais estudos; (d) espécies, estirpes e géneros diferentes
que complicam a interpretacao dos resultados e a sua relevancia em humanos; (e) o
parametro quantitativo habitualmente usado (TD.,) nao tem em conta aspetos importantes
como a multiplicidade, a malignidade e o periodo de laténcia do tumor; (f) complicagoes
devidas ao uso das doses maximas toleradas, muitas vezes usadas em ensaios do cancro; (g)

elevados custos de validagio externa prospetiva !'").

Para interpretar completamente o outcome das previsoes QSAR e avaliar a sua fiabilidade, ¢é
aconselhado realizar um teste aos modelos QSAR com compostos quimicos de atividade
conhecida, (a) para assegurar que o modelo possui um bom training set e foi devidamente
validado, (b) para examinar o racional e os anilogos que conduzem as previsoes e (c) para

verificar os dados dos estudos originais realizados com os analogos chave 7.
6.4. Confianca na previsao

A decisao € menos complexa quando existe consenso nas previsoes obtidas por dois
modelos QSAR. Os resultados discordantes podem muitas vezes ser explicados e
conciliados através da aplicagao de consideragoes do conhecimento especializado (expert

knowledge) *).

A experiéncia regulamentar indica que o conhecimento especializado é muitas vezes usado

para aumentar a especificidade (ou seja, reduzir os falsos positivos) ('?.

A indicagao de alertas estruturais com relevancia questionavel pode originar falsos positivos
nas previsoes QSAR. Este outcome pode estar associado a modelos QSAR baseados em
estatistica que dependam de medidas de probabilidade sem considerar a relevancia da

informagao usada para a previsao. Alertas baseados em regras de especialistas (expert rule-
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based alerts) com previsoes positivas pouco convincentes podem também contribuir para os

falsos positivos (”).

Para minimizar o impacto dos falsos positivos as previsoes devem ser revistas para
determinar a fiabilidade dos alertas identificados. Um alerta estrutural é suficientemente
fidvel para estabelecer potencial mutagénico se for explicado por um mecanismo plausivel.
Algumas medidas razodveis de acompanhamento, quando o mecanismo nao é claro, incluem:
(a) revisao das moléculas do training set com resultados positivos para o teste de Ames para
verificar se a reatividade pode ser explicada por carateristicas ausentes na impureza, (b)
avaliar o numero de estruturas do training set usadas para produzir o alerta e/ou, (c) avaliar
a previsao positiva do alerta. A previsao pode ser abandonada quando as moléculas do
training set que estiveram na base da previsao contiverem apenas grupos reativos irrelevantes

para a impureza em causa !?.

O grau de confianga da previsao também pode diminuir se o modelo QSAR utilizar um cutoff
estatistico definido ou se for usado um alerta questionavel (isto €, um alerta baseado num
numero minimo de estruturas, ou seja, com valor preditivo baixo). Embora este critério
sozinho nao seja suficiente para rejeitar uma previsao positiva, a informagao pode contribuir

para a tomada de decisao (”).

6.5. Fatores de mitigacao

Os fatores de mitigagao tém impacto na mutagenicidade tipicamente associada a estrutura de
alerta. A presenca destes fatores pode explicar os resultados experimentais negativos para

uma estrutura que aparenta ter potencial mutagénico *.

De acordo com a forma como exercem o efeito de mitigagao, os fatores de mitigagao

podem ser divididos em 3 categorias: estéricos, eletrénicos e de desintoxicagio ('?.

Nos modelos QSAR baseados em estatistica os fatores de mitigagao sao derivados das
estruturas do training set que podem ou nao ter impacto conhecido ou suspeito num alerta
estrutural especifico. A presenga de um fator de mitigacao pode determinar a exclusao de
alerta para sistemas baseados em regras de especialistas (expert rule-based), ou numa

previsio negativa para sistemas baseados em estatistica (statistically-based) "*).

Apesar dos fatores de mitigagao constituirem consideragoes importantes para a andlise

QSAR, devem ser tomadas medidas para que determinadas carateristicas irrelevantes nao
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influenciem indevidamente os resultados finais, originando por exemplo, a mudanga de uma
previsao positiva para negativa. A mitigagao de outcomes indesejados pode ser conseguida
através da revisao do training set para determinar o grau de sobreposi¢ao entre as estruturas
contendo a estrutura de alerta e as que contém os fatores de mitigacao. A confianga no
fator de mitigagao pode ser mais facilmente avaliada quando existe sobreposigao suficiente.
Se a sobreposigao for minima ou inexistente, estabelecer o efeito potencial do fator de

mitigacdo serd uma tarefa dificil ?.

6.6. Dominio de aplicacao ou cobertura

O conceito de dominio de aplicagao (applicability domain) é definido em termos praticos
como o espago quimico que pode ser previsto com fiabilidade pelo modelo QSAR. O grau
maximo de confianga é atingido quando as moléculas se situam no ambito do dominio de
aplicagio do modelo QSAR, ou seja, sao “cobertas” pelo modelo. A fiabilidade nao é

garantida para uma estrutura que caia fora do dominio de aplicagio do modelo *.

Os modelos QSAR baseados em estatistica geralmente nao fazem previsdes quando a
estrutura a analisar sai do dominio de aplicagao. Contudo, é ainda possivel obter uma
previsao se uma porgao da estrutura estiver coberta ou representada no dominio de
aplicagao. Este € um aspeto muito importante no contexto da avaliagao das impurezas, pois €
necessario assegurar uma cobertura adequada das estruturas que contém os grupos

funcionais com a reatividade esperada *).

6.7. Utilizacao da abordagem read-across

O read-across é uma abordagem para estabelecer o potencial mutagénico, baseada na

(% Esta abordagem é indicada na

comparagao direta com analogos de estrutura relevante
guideline ICH M7. De acordo com este documento de orientagao, as impurezas que possuem
uma estrutura de alerta comum (na mesma posicao € no mesmo ambiente quimico) a
substancia ativa ou as substancias aparentadas com resultados negativos no teste de

mutagenicidade bacteriano, devem ser tratadas como nao mutagénicas *.

A avaliagao da similaridade pode levantar dificuldades e por esse motivo tem de ser realizada

caso a caso (.

Em circunstancias raras, os resultados experimentais do teste de Ames obtidos para os

analogos estruturais podem justificar a decisao de substituir uma previsao QSAR, servindo
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como a unica fonte de informagao na tentativa de estabelecer o potencial mutagénico. Esta
abordagem sé é possivel quando a andlise QSAR nao é suficiente para avaliar determinada

impureza. Nao estd definido o niUmero de andlogos necessarios para justificar uma exclusao
(19

7. Processo de avaliacdo do risco das impurezas

De acordo com a guideline ICH M7 a avaliagao 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 como as
referidas na tabela 5, de modo a classificar as impurezas nas classes 1,2 ou 5, descritas na

tabela 4 @0 @h (22).

Se os dados para realizar a classificagao nao estiverem disponiveis devera ser realizada uma
avaliagao das relagoes estrutura-atividade (SAR) focada em previsdes de mutagenicidade

bacteriana, de modo a obter a classificagio das impurezas nas classes 3, 4 ou 5 ®9 ),

Deve ser realizada uma avaliagao toxicolodgica computorizada usando metodologias QSAR
que estabelecam uma previsao do outcome de um teste de mutagenicidade bacteriano. Nessa
avaliagao 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 validagio da OCDE @' ®?,

Se o resultado das duas metodologias QSAR complementares (expert rule-based e statistically-
based) for a auséncia de estruturas de alerta pode concluir-se que as impurezas nao levantam

preocupagdes de mutagenicidade e nio sdo necessarios mais testes % ) 22 @) @4

Se se justificar, o outcome de qualquer analise QSAR pode ser revisto a luz do conhecimento
especializado (expert knowledge) de modo a suportar a evidéncia da relevancia de qualquer
resultado positivo, negativo, contraditorio ou inconclusivo e fornecer um racional para a

conclusio final (' 20 @1 @2) @3) (

») 29 A figura 4 representa uma arvore de decisio proposta
por Mark Powley para utilizagdo do conhecimento especializado em casos de previsoes

QSAR negativas '?).
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Uma impureza com um alerta estrutural que seja comum (mesma alerta estrutural na mesma

posicao e ambiente quimico) a substincia ativa ou aos compostos aparentados, pode ser

considerada nao mutagénica (classe 4 da tabela 4) se o teste de mutagenicidade bacteriana

for negativo para esses compostos

(20) 21)

Tabela 4 - Classificacao das impurezas relativamente ao seu potencial mutagénico e carcinogénico e

respetivas acoes de controlo propostas (ICH, 2014).

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 nao relacionada com | Controlar com um limite igual ou inferior ao
a substancia ativa e sem dados de limite calculado com base no TTC
mutagenicidade apropriado ou realizar um teste de
mutagenicidade bacteriana
[Teste negativo (composto nio mutagénico)
= classe 5]
[Teste positivo (composto mutagénico) =
classe 2]
4 Estrutura de alerta também presente na | Tratar como impureza nio mutagénica
substancia ativa ou em sustincias
aparentados (por exemplo, produtos
intermédios do processo de sintese)
com resultado negativo num teste de
mutagenicidade.
5 Sem estruturas de alerta, ou alertas Tratar como impureza nao mutagénica

estruturais com dados suficientes para
demonstrar falta de mutagenicidade ou
carcinogenicidade
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Tabela 5 - Bases de dados sobre compostos carcinogénicos e mutagénicos (Amberg et dl,

2016).

Database Description Reference

ATSDR Open access database from the Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) includes toxicological ATSDR, 2015
profiles for the hazardous substances including genotoxicity

CCRIS Open access database covering chemical carcinogens, including structures and experimental data, covering the period Young, 2002; CCRIS, 2011
1985-2011

rDB Open access Carcinogenicity Potency DataBase covering the period 1980-2011 Cold, 1997, 2001, 2005; CPDB

2011

DSSTox Open access Distributed Structure-Searchable Toxicity (DSSTox) Database Network including content from other DSSTox-Archive, 2012
sources (eg. CPDB, ISSCAN)

ECHA Open access European Chemicals Agency (ECHA) database containing actual data and read across results for chemicals ECHA, 2015
manufactured and imported in Europe

ExPub Commercial application that includes access to the GENE-TOX and CCRIS databases ExPub, 2015

GENE-TOX GENE-TOX provides genetic toxicology (mutagenicity) test data from expert peer review of open scientific literature for GENE-TOX, 1998
more than 3000 chemicals from the United States Environmental Protection Agency (EPA)

IARC Open access International Agency for Research on Cancer (IARC) monographs including carcinogenicity clissification IARC 2015

1PS INCHEM Open access International Program on Chemical Safety search for variety of summary documents INCHEM, 2015

IRIS Open access data from the EPA in support of human healkth risk assessment, focusing on hazard identification and dose RIS, 2015
~[esponse assessment

ISSCAN Open access database on chemical carcinogens including structures and experimental data from Istituto Superiore di Benigni et al., 2008
Sanitd

JECDB Open access Japanese Existing Chemical Data Base (JECDB) containing high production volume chemicals JECDB, 2015

Leadscope Commercial genetic toxicity and rodent carcinogenicity databases from numerous sources (including US FDACDER  Leadscope, 2015
product approval reviews, FDA CFSAN, NTP, CCRES, and © on) as well as ongoing data harvesting from the literature.
Cumentlyincludes genetic toxicitydata for 11,028 compounds and 179,732 test results and rodent carcinogenicity data
for 3598 compounds and 11,538 test results.

MultiCASE QSAR model training setscontaining mutagenicity and rodent carcinogen ity data from public and proprietary sources MultiCASE, 2015
including the FDA, GENETOX, NTP, CCRIS and IARC.

NTP Open access database of National Toxiology Program results Tennant, 1991; NTP, 2015

PAN Open access Pesticide Action Network (PAN) Pesticide Database PAN, 2014

Pharma Pendium Commercial toxicity data from FDA and EMA approval documents Phamapendium, 2015

RTECS Commercial database available through third parties (e.g. Leadscope) currently containing 10,517 Tumorigenic studies Sweet, 1999; RTECS, 2015
for 3724 compounds and 46,385 Mutation studies for 13,343 compounds

ToxNet] Open access on-line toxicity search system from the US National Library of Medkine with access to archived versions of Wexler, 2001; ToxNet, 2015

ChemiDPlus  CCRIS, GENE-TOX, CPDB
TRACE from Commercial service for TRACE includes information from peer-reviewed toxicology and nutrition journals as well as Anderson, 2000; BIBRA 2015;
BIBRA secondary sources and websites. In addition to the primary literature on the health effects of chemicals, TRACE covers Robinson, 2000

official publications and evaluations issued by authoritative groups.
VITIC from Lhasa Commercial data from published and unpublished sources (15,000 records for carcinogenicity and nearly 95,000 VITIC, 2015
Limited records with mutagenicity Ames data) from a number of sources including IARC Monographs, European Chemicals
Bureau (IUCLID) and NTP.

8. Relatorio QSAR

Atualmente nao existem recomendagoes regulamentares para o conteudo dos relatorios
QSAR, por esse motivo muitas vezes estes carecem de informacao suficiente, especialmente
ao nivel do conhecimento especializado (expert knowledge), o que pode causar atrasos na
aprovagao de medicamentos, devido a possiveis dulvidas levantadas pelas Autoridades

Reguladoras durante a avaliagao '*.

No contexto regulamentar o conhecimento especializado é considerado importante na
interpretagao dos dados e na elaboragao das conclusoes. Este destina-se a: (a) maximizar a
confianga na previsao da analise QSAR, (b) fornecer um racional para suportar a previsao
positiva ou negativa da andlise QSAR, (c) fornecer uma base para avaliar a mutagenicidade,

na auséncia de uma previsao QSAR !?.

32



Analise in

Pesquisa de

silico de

estruturas

impurezas

de alerta de

provenientes da

carcinogenicidade

genotoxicidade,

sintese

de farmacos.

mutagenicidade e

A figura seguinte representa uma arvore de decisao proposta por Mark Powley para

(19)

utilizagao do conhecimento especializado em casos de previsoes QSAR negativas "'~

QSAR

Resultado negativo

Foi identificado (por
exemplo por inspecao
visual) um grupo
reconhecido como
reativo ou suspeito de
reagir com o DNA?

Aceitar a previsao
QSAR e assumir que a
impureza nao é
mutagénica.

Sim

O grupo suspeito de reagir
com o DNA foi influenciado
por fatores de mitigagcao
questionaveis?

O grupo suspeito de reagir
com o DNA esta coberto
pelo modelo?

Rejeitar a previsao QSAR
negativa e assumir que a
impureza tem potencial

mutagénico.

Sim

Sim

Rejeitar a previsao
QSAR negativa e
assumir que a
impureza tem
potencial
mutagénico.

Aceitar a previsao
QSAR negativa e
assumir que a
impureza nao é

mutagénica.

Figura 4 — Exemplo de arvore de decisao para utilizagio do conhecimento especializado em casos

de previsdes QSAR negativas.
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E importante que o relatério da andlise QSAR aborde fundamentalmente, os materiais e
métodos usados na andlise, os resultados obtidos e as conclusées. Os dados originais podem

ser adicionados em anexo.
8.1.Materiais e métodos

Para assegurar a transparéncia do processo de avaliagao de risco é necessario conhecer os

componentes da analise QSAR, assim como o processo de decisio '*.

Deste modo, é importante conhecer os modelos especificos e suas versoes, as versoes

usadas nas bases de dados e no training set ).

Se nao forem usados os critérios de aceitagao de um modelo disponivel comercialmente ou
de acesso livre devem ser disponibilizados os dados que suportem os critérios de aceitagao
propostos (valores de cutoff estatistico dos resultados positivos/negativos/indefinidos, a

cobertura, etc.) "?.

As estruturas avaliadas pelo modelo QSAR devem ser incluidas no relatorio (por exemplo

na tabela dos resultados) '”.

A utilizagio de virias metodologias QSAR pode originar resultados discordantes. E

importante que seja definida a base da conclusio integrada '*.

A estratégia mais conservadora é considerar a previsao positiva fiavel de qualquer modelo
como evidéncia adequada do potencial mutagénico. Se forem usados outros critérios, o
processo de decisao deve ser claramente descrito, incluindo o papel que o conhecimento

especializado (se utilizado) ocupa na conclusio integrada final. *),

8.2. Resultados e conclusoes

Esta seccao deve incluir uma tabela de resumo ou narrativa que inclua a previsao dos
modelos QSAR individuais, uma conclusao integrada e os alertas estruturais que resultem
numa previsao positiva. Quando for usado conhecimento especializado para substituir uma
previsaio QSAR, deve ser discutido o respetivo racional e devem ser apresentados os dados
de suporte (por exemplo, estruturas, resultados dos testes de Ames, publicagdes, etc.).
Deve ser apresentada informagao adicional quando um grupo suspeito € identificado através
de inspecao visual mas nao é acompanhado de uma previsao QSAR positiva. Em certos casos

o modelo QSAR pode identificar o alerta suspeito e apresentar um resultado negativo
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devido a fatores de mitigagao presentes na molécula. Nestes casos, tanto os alertas como os
fatores de mitigagdo devem ser descritos. Devido ao elevado nimero de fatores de

mitigacdo é aconselhavel limitar a discussio aqueles que influenciam mais a previsao ('?.

Outra situagao possivel é o grupo reativo suspeito nao ser detetado na analise QSAR devido
a falta de cobertura. Estas preocupagoes podem ser minimizadas se for demonstrado que a

estrutura preocupante esta adequadamente representada no training set do modelo QSAR
(19)

8.3. Anexos

Os dados da andlise QSAR podem ser adicionados em anexo para facilitar a sua revisao
detalhada. Outras informagoes para o uso do conhecimento especializado, tais como os
relatorios dos testes de Ames e a representagao das estruturas, também podem ser

incluidas em anexo.

9. Estudo de Caso. O exemplo da sintese do pantoprazol sédico.

Como exemplo de avaliagao toxicoldgica computacional apresentamos a analise in silico das
potenciais impurezas provenientes de um processo de sintese de pantoprazol sédico, um

farmaco inibidor da bomba de protoes.

O processo de sintese do pantoprazol sodico, descrito na patente W0O2006064249 A2,

encontra-se resumido no esquema da figura seguinte .
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— s <\
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Legenda: (ll): 2-hidroximetil-3,4-dimetoxipiridina; (lll): 2-clorometil 3, 4 dimetoxi piridina; (IV): 2-mercapto-5-
difluorometoxi- | H-benzimidazol; (V): pantoprazol sulfureto; (VI): pantoprazol; (VII): pantoprazol sédico.

Figura 5 — Esquema do processo de sintese do pantoprazol sédico.

Neste trabalho foram ainda consideradas as potenciais impurezas do processo de sintese do
material de partida 2-mercapto-5-difluorometoxi- | H-benzimidazol, descrito por Vora et al.

que se encontra resumido no esquema da figura seguinte ®®.
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OH OCHF, OCHF,
a b
- - + NaCl — o + H20
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HSCYNH HSCYNH HyC NH
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1 2 3
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OCHF, OCHF,
F,HCO. N
A\ © d CH,COONe
>—SH-— 4+ HoO=—— + 5 g
N
H NH, NO,
NH, NH,
6 5 4

Legenda: (l): p-hidroxi acetanilida; (2): N-[4-(difluorometoxi)fenillacetamida; (3): N-[4-(difluorometoxi)-2-nitrofenil]
acetamida; (4): [4-(difluorometoxi)-2-nitrofenillamina; (5): 4-(difluorometoxi)benzeno-1,2-diamina; (6): 2-mercapto-5-
difluorometoxi- | H-benzimidazol.

Figura 6 — Esquema do processo de sintese do 2-mercapto-5-difluorometoxi- | H-benzimidazol.

Foram analisados os processos de sintese acima referidos tendo sido considerados os
materiais de partida, reagentes, solventes, produtos intermédios e produtos de reagoes

secundarias.

Para cada substincia ou composto foi realizada uma pesquisa da respetiva informagao
toxicoldgica na literatura. Os compostos sem dados toxicologicos disponiveis na literatura

foram submetidos a analise in silico.

Os catalisadores e solventes usados nos processos de sintese, assim como as substincias
aparentadas do pantoprazol sodico (descritas na monografia da Ph. Eur. para o pantoprazol
sodico sesqui-hidratado, como impurezas A, B, C, D, E e F) nao foram incluidas na analise in
silico, por terem um perfil toxicologico conhecido que permite a sua classificagao conforme

previsto na guideline ICH M7.
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O composto | usado na sintese do 2-mercapto-5-difluorometoxi- | H-benzimidazol é o
paracetamol, um farmaco cujo perfil toxicologico é conhecido, pelo que também foi excluido

da analise in silico.

Para a andlise in silico foram selecionados programas informaticos que utilizam metodologias
complementares (expert rule-based e statistically-based). A escolha dos programas informaticos

recaiu sobre a plataforma VEGA por ser de acesso livre e incorporar diversos modelos

QSAR validados.
9.1.Software VEGA

Foi usada a versao |.1.3 do VEGA com os seguintes modelos:

Mutagenicity (Ames test) CONSENSUS model 1.0.1
Mutagenicity (Ames test) model (CAESAR) 2.1.13
Mutagenicity (Ames test) model (SarPy/IRFMN) 1.0.7
Mutagenicity (Ames test) model (ISS) 1.0.2

Mutagenicity (Ames test) model (KNN/Read-Across) 1.0.0
Carcinogenicity model (CAESAR) 2.1.9

Carcinogenicity model (ISS) 1.0.2

Carcinogenicity model (IRFMN/Antares) 1.0.0
Carcinogenicity model (IRFMN/ISSCAN-CGX) 1.0.0

O software, respetivas carateristicas e modo de utilizagdo encontram-se disponiveis em:

http://www.vega-gsar.eu/index.php.

9.2 Resultados obtidos com o software VEGA

Os resultados obtidos com o software VEGA encontram-se em Anexo no CD e est«o

resumidos na tabela seguinte.
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Tabela 6 — Resumo dos resultados obtidos com o software VEGA.

Predictions of Mutagenicity Models

Predictions of Carcinogenicity Models

Compounds
p CAESAR Iss SarPy I KNN | CONSENSUS CAESAR Iss IRFMN | IRFMN |
IRFMN Read-Across Antares ISSCAN-CGX
NON- NON- Possible NON- NON- NON- Carcinogen NON- Possible NON- | CEiGinogen |
- Mutagenic* Mutagenic* Mutagenic* Mutagenic* Mutagenic* Carcinogen Carcinogen
o
o (good reliability) (low reliability) (moderate reliability) (moderate with a consensus P(Carcinogen): No. alerts for
- O Experimental value:-- reliability) score of 0.57, 0.866 Structural alerts: - | No. alerts for carcinogenicity: |
" Experimental based on 4 P(NON- carcinogenicity: 0
Predicted Mutagen Experimental s
° Experimental value: - p models. Carcinogen): Reliability: the Structural alerts:
activity: Possible value: - i
value: - : 0.134 predicted Structural alerts: - | Carcinogenity
Predicted NON-Mutagenic ;
2-hydroxymethyl-3,4- M compound is alert no. 43
utagen i o e
dimethoxypyridine Predicted - activity: NON- | No. alerts for Predicted y Reliability: the outside the Reliability: the
mg?\]ger: 3Ctl‘/lt.)’5 Mutagenic mutagenicity: 0 Mutagen activity: predicted Applicability predicted Reliability: the
-Mutagenic No. alerts for non NON-Mutagen compound could | [DSHENR of the compound could predicted
Structural - be out of the model be out of the compound could
Structural alerts: - mutagenicity: 0
alerts: - Molecules used Applicability Applicability be out of the
Reliabilty: the Structural alerts: - for prediction: 4 Domain of the Domain of the Applicability
dicted Reliability: the model model Domain of the
predicte N
predicted Reliability: the model

compound is [
the Applicability
BSHER of the

model

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

Reliability: the
predicted compound
could be out of the
Applicability Domain

of the model

predicted
compound could

be out of the

Applicability
Domain of the
model

(*) CONSENSUS final prediction.
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Tabela 6 — Resumo dos resultados obtidos com o software VEGA (continuagao).

Predictions of Carcinogenicity Models

Compounds Predictions of Mutagenicity Models
CAESAR ISs SarPy | KNN 1 CONSENSUS
IRFMN Read-Across
Suspect Mutagenic* -* Possible NON- -* _*—
(low reliability) (moderate Mutagenic* (low (moderate with a consensus
reliability) reliability) reliability) score of 0.35,
o Experimental value: - Experimental Experimental value: - ! based on
Experimental
value: - 4models.
/O ) value: -
Q Predicted Mutagen Predicted Predicted Mutagen
N activity: Suspect Mutagen activity: activity: Possible Predicted
c Mutagenic Mutagenic NON-Mutagenic Mutagen activity:

2-chloromethyl 3,
dimethoxy pyridine

Structural alerts: SA8

Aliphatic halogens

Reliability: the
predicted compound
s outside the

of the model

Structural alerts:
SA8 Aliphatic

halogens

Reliability: the
predicted
compound could
be out of the
Applicability
Domain of the

model

No. alerts for

mutagenicity: 0

No. alerts for non-

mutagenicity: 0
Structural alerts: -

Reliability: the

predicted compound

s outside the

of the model

Mutagen

Molecules used
for prediction: 4
Reliability: the
predicted
compound could
be out of the
Applicability
Domain of the

model

CAESAR

0.856
P(NON-
Carcinogen):

0.144

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

 Carcinogen

P(Carcinogen):

ISS

| Carcinogen |

Structural
alerts: SA8
Aliphatic

halogens

Reliability: the
predicted

compound is

o

the model

IRFMN |
Antares

No. alerts for

carcinogenicity: |

Structural alerts:
Carcinogenity

alert no. 57

Reliability: the
predicted
compound could
be out of the
Applicability
Domain of the

model

Carcinogen |

IRFMN |
ISSCAN-CGX

No. alerts for

carcinogenicity: |

Structural alerts:
Carcinogenity alert

no. 43

Reliability: the
predicted
compound could be
out of the
Applicability Domain

of the model

(*) CONSENSUS final prediction.
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Tabela 6 — Resumo dos resultados obtidos com o software VEGA (continuagao).

Compounds

Predictions of Mutagenicity Models

Predictions of Carcinogenicity Models

CAESAR

F)\O N

4-
(difluoromethoxy)benzene-

1,2-diamine

Mutagenic* |

(low reliability)

Experimental value:

Predicted Mutagen

activity: Mutagenic

Structural alerts: -

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BBHER of the

model

ISS

uegewe

(low reliability)
Experimental value: -

Predicted Mutagen

activity: Mutagenic

Structural alerts: SA28
Primary aromatic
amine, hydroxyl amine
and its derived esters

(with restrictions)
Reliability: the
predicted compound
s outside the

of the model

SarPy |
IRFMN

L

(low reliability)

Experimental value: -

Predicted Mutagen

activity: Mutagenic

No. alerts for

mutagenicity: |

No. alerts for non-

mutagenicity: 0

Structural alerts: SM70

Reliability: the

predicted compound

s outside the

of the model

KNN /
Read-Across

 Mutagenic* |

(low reliability)

Experimental

value: -

Predicted
Mutagen activity:

Mutagen

Molecules used

for prediction: 4

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
DS of the

model

- Mutagenic*

CONSENSUS

CAESAR

ISS

with a consensus
score of 0.2,

based on 4

models.

P(Carcinogen):

0.497

P(NON-
Carcinogen):

0.503

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

Structural alerts:

SA28 Primary
aromatic amine,
hydroxyl amine
and its derived
esters (with

restrictions)

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

IRFMN | IRFMN |

Antares ISSCAN-CGX
Possible NON- | [BiiGiogel |
Carcinogen

No. alerts for
carcinogenicity:
0

Structural

alerts: -

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

No. alerts for
carcinogenicity:
2

Structural
alerts:
Carcinogenity
alert no. 35;
Carcinogenity

alert no. 42

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicabilicy
DS of the

model

(*) CONSENSUS final prediction.
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Tabela 6 — Resumo dos resultados obtidos com o software VEGA (continuagao).

Compounds

Predictions of Mutagenicity Models

Predictions of Carcinogenicity Models

CAESAR

e

o—2

[4-(difluoromethoxy)-2-

nitrophenyl]amine

\

Mutagenic* |
(low reliability)

Experimental

value: -

Predicted
Mutagen activity:

Mutagenic

Structural alerts:
SA27 Nitro

aromatic

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

ISS

Mutgenic

(low reliability)
Experimental value: -

Predicted
Mutagen activity:

Mutagenic

Structural alerts:
SA27 Nitro aromatic;
SA28 Primary
aromatic amine,
hydroxyl amine and its
derived esters (with

restrictions)

Reliability: the
predicted compound
s outside the

of the model

SarPy |
IRFMN

(low reliability)

Predicted Mutagen

activity: Mutagenic

No. alerts for

mutagenicity: |

No. alerts for non-

mutagenicity: 0

Structural alerts:

SM70

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHiEiH of the

model

 Mutagenic® |

Experimental value:

KNN /
Read-Across

 Mutagenic*
(moderate
reliability)

Experimental
value: -

Predicted
Mutagen
activity:
Mutagen

Molecules used
for prediction: 4

Reliability: the
predicted
compound
could be out of
the Applicability
Domain

model

Carcinogen):

0.896

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
DS of the

model

CONSENSUS CAESAR ISS
"HEEgERE" | NON- Carcinogen
with a consensus Carcinogen
score of 0.3, Structural alerts:
based on 4 P(Carcinogen): SA27 Nitro
0.104 aromatic;
models. SA28
P(NON- Primary aromatic

amine, hydroxyl
amine and its
derived esters
(with

restrictions)

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
DS of the

model

IRFMN |
Antares

 Carcinogen |

No. alerts for

carcinogenicity: 2

Structural alerts:
Carcinogenity
alert no. 63;
Carcinogenity

alert no. 64

Reliability: the
predicted
compound could
be out of the
Applicability
Domain of the

model

IRFMN |
ISSCAN-CGX

 Carcinogen |

No. alerts for

carcinogenicity: 2

Structural alerts:
Carcinogenity
alert no. 35;
Carcinogenity

alert no. 42

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
[DSHEi of the

model

(*) CONSENSUS final prediction.
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Tabela 6 — Resumo dos resultados obtidos com o software VEGA (continuagao).

Compounds

Predictions of Mutagenicity Models

Predictions of Carcinogenicity Models

CAESAR

N-[4-(difluoromethoxy)-2-

nitrophenyl] acetamide

Mutagenic* |

(low reliability)

Experimental

value: -

Predicted

Mutagen activity:

Mutagenic

Structural alerts:

SA27 Nitro

aromatic

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
[BSHEH of the

model

ISS

 Mutagenic®

(low reliability)

Experimental

value: -

Predicted
Mutagen activity:

Mutagenic

Structural alerts:
SA27 Nitro
aromatic; SA28ter
Aromatic N-acyl

amine

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

SarPy |
IRFMN

(low reliability)

Experimental

value: -

Predicted
Mutagen activity:

Mutagenic

No. alerts for
mutagenicity: |

No. alerts for

0

Structural alerts:
SM70

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
DS of the

model

 Mutagenic® |

non-mutagenicity:

KNN /
Read-Across

(moderate

reliability)

Experimental

value: -

Predicted
Mutagen
activity:

Mutagen

Molecules used

for prediction: 4

Reliability: the
predicted
compound
could be out of
the Applicability
Domain of the

model

 Mutagenic® |

CONSENSUS

Mutagenic® |

with a consensus
score of 0.3,

based on 4

models

CAESAR

P(Carcinogen):
0.637

P(NON-
Carcinogen):

0.363

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
DS of the

model

 Carcinogen |

ISS

Carcinogen |

Structural alerts:
SA27 Nitro
aromatic;
SA28ter Aromatic

N-acyl amine

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
DSHiEiH of the

model

IRFMN |
Antares

No. alerts for

carcinogenicity: 2

Structural alerts:
Carcinogenity
alert no. 63;
Carcinogenity

alert no. 64

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
DS of the

model

~ Carcinogen |

IRFMN |
ISSCAN-CGX

Carcinogen |

No. alerts for

carcinogenicity: 2

Structural alerts:
Carcinogenity alert
no. 35;
Carcinogenity alert

no. 42

Reliability: the
predicted

compound is

of the model

(*) CONSENSUS final prediction.
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Tabela 6 — Resumo dos resultados obtidos com o software VEGA (continuagao).

Compounds

Predictions of Mutagenicity Models

Predictions of Carcinogenicity Models

CAESAR

ISS

N-[4-
(difluoromethoxy)phenyl]aceta

mide

Mutagenic*

(low reliability)

Experimental

value: -

Predicted
Mutagen activity:
NON-Mutagenic

Structural alerts: -

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

Mutagenic*

(low reliability)

Experimental

value: -

Predicted
Mutagen activity:

Mutagenic

Structural alerts:
SA28ter Aromatic

N-acyl amine

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

SarPy | KNN / CONSENSUS CAESAR ISS IRFMN |/ IRFMN |/

IRFMN Read-Across Antares ISSCAN-CGX
Fossible NON- | NOM: NON- NON- EESHGESN | Posbie NON- | DEEGNGESN |
Mutagenic* | Mugagenic* | Mutagenie* | Careinogen Carcinogen

(low reliability)

Experimental

value: -

Predicted
Mutagen activity:
Possible NON-

Mutagenic

No. alerts for
mutagenicity: 0
No. alerts for
non-mutagenicity:
0

Structural alerts: -

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicabilicy
DS of the

model

(low reliability)

Experimental

value: -

Predicted
Mutagen
activity: NON-

Mutagen

Molecules used

for prediction: 4

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
DS o the

model

with a consensus
score of 0.15,
based

on 4 models.

P(Carcinogen):

0.104

P(NON-
Carcinogen):

0.896

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

Structural alerts:
SA28ter Aromatic

N-acyl amine

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

No. alerts for

carcinogenicity: 0
Structural alerts: -

Reliability: the
predicted

compound is

outside the
Applicability
BSHER of the

model

No. alerts for

carcinogenicity: |

Structural alerts:
Carcinogenity alert

no. 42

Reliability: the
predicted

compound is

of the model

(*) CONSENSUS final prediction.
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Analise in silico de impurezas

Pesquisa de estruturas de

alerta de genotoxicidade,

provenientes da sintese de farmacos.

carcinogenicidade

9.3 Discussao dos resultados

mutagenicidade e

Com base na andlise detalhada dos resultados das previsoes QSAR obtidas, interpretadas a

luz dos conhecimentos atuais, foi adotado o critério mais conservador para realizar a

classificagao das impurezas.

A classificagao das impurezas submetidas a esta analise in silico é indicada na tabela seguinte.

Tabela 7 — Resumo da discussao dos resultados e conclusao integrada.

Conclusdo integrada

Impureza
Resumo da discussdo dos resultados Classe
o
o Nao foram encontrados SAs de
s -
O mutagenicidade. ;
; Aceita-se a previsao de que o composto
nao é mutagénico.
2-hidroximetil-3,4-dimetoxipiridina
o
_° Foi encontrado SA de mutagenicidade
O (SA8).
" 3
a Aceita-se a previsao de que o composto
€ mutagénico.
2-clorometil 3, 4 dimetoxi piridina
N
F Foram encontrados SAs de
)\ mutagenicidade (SA28 e SM70)
F ) N 3
Aceita-se a previsao de que o composto
4-(difluorometoxi)benzeno-1,2-diamina é mutagénico.
N
k Foram encontrados SAs de
F)\O 5= mutagenicidade (SA27, SA28 e SM70).
| 3

o

[4-(difluorometoxi)-2-nitrofenilJamina

Aceita-se a previsao de que o composto
€ mutagénico.
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Conclusdo integrada

Impureza
Resumo da discussédo dos resultados Classe
0
j/ Foram encontrados SAs de
F mutagenicidade (SA27, SA28ter e SM70).

Aceita-se a previsao de que o composto
€ mutagénico.

N-[4-(difluorometoxi)-2-nitrofenil] acetamida

o
Y A previsao dos varios modelos de
N mutagenicidade é discordante. Contudo,
foi encontrado SA de mutagenicidade 3
. (SA28ter).
F)\F Adota-se o critério mais conservador e

aceita-se a previsao de que o composto é

tagénico, obtid delo SS.
N-[4-(difluorometoxi)fenil]acetamida rmutagenico, obtida ho modelo

Observacgdo: Para facilitar o desenho das estruturas dos compostos nos programas informaticos, os atomos de hidrogénio nao estio

representados nas estruturas.
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Conclusao

A pesquisa sobre mecanismos de carcinogénese das substancias quimicas ja tem uma longa
historia. O cruzamento de diferentes ideias e métodos provenientes de diversos campos
cientificos deu origem a importantes conquistas, como por exemplo, a racionalizagao dos
mecanismos pelos quais as substincias quimicas reativas para o DNA causam mutagoes e

cancro ®.

O conhecimento cientifico sobre as estruturas de alerta de toxicidade eventualmente
presentes nas substancias quimicas e os efeitos toxicos a que estas estao associadas, bem
como a incorporagao desta informagao em programas informaticos estudados e validados
para prever a genotoxicidade, a mutagenicidade e a carcinogenicidade das substancias
quimicas (tecnologias in silico), sao uma ferramenta fidavel e reconhecida pela comunidade
cientifica que se reveste de grande importancia, na medida em que permite realizar menos

ensaios toxicoldgicos em animais, economizar tempo e diminuir custos ©?.

A utilizagao continua desta ferramenta e o desenvolvimento de outras mais inovadoras
permitirdao o design e a sintese de substancias quimicas cada vez mais seguras, com &bvios

beneficios para a salide e para o ambiente.

Contudo, apesar das analises QSAR serem razoavelmente sensiveis e especificas, basear as
conclusoes da previsao num simples resultado positivo ou negativo pode ser problematico.
A chave para melhorar a performance das analises QSAR é integrar também nas conclusoes
informagao de suporte, conhecida como conhecimento especializado (expert knowledge).
Embora o conhecimento especializado seja subjetivo e esteja associado a grande variabilidade
no conteudo e na qualidade, é ainda um componente critico na avaliagdo das impurezas dos

medicamentos, pelo que, a sua utilizagio é encorajada pela guideline ICH M7 (*”),

Alguns cientistas tém expressado a preocupagao de que a abordagem recomendada pela
guideline ICH M7 de utilizagdo de duas metodologias QSAR complementares, resulte num
elevado numero de falsos positivos. No contexto da avaliagio de impurezas de
medicamentos, os resultados falsos positivos conduzem a estratégias de controlo
desnecessarias ou ensaios desnecessarios para caraterizar a carcinogenicidade. Estes
outcomes sao ambos aceitaveis na medida em que contribuem para garantir a seguranga dos

doentes 7.
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A ocorréncia de falsos negativos é uma preocupagao mais séria, uma vez que podem
conduzir a uma excessiva exposi¢ao clinica a substancias mutagénicas. Outra preocupagao
adicional é o uso desadequado da andlise QSAR para avaliar as impurezas cuja quimica nao
esteja adequadamente coberta pelo dominio de aplicagao do modelo, o que pode resultar
em falsos negativos. A chave para melhorar as avaliagdes da mutagenicidade é considerar
boas previsoes QSAR, complementadas por informagao de suporte, referida na guideline ICH

M7 como conhecimento especializado ().

Por fim, importa realgar que o processo de avaliagdo do potencial mutagénico das impurezas
de farmacos deve ponderar de forma adequada e fazer um balango equilibrado de modo a,
por um lado, evitar agoes regulatorias desnecessarias devido a falsos positivos, e, por outro

lado, maximizar a seguranca dos doentes !?.

A escolha de modelos in silico, validados e robustos, assim como o conhecimento do seu
funcionamento, respetivos dominios de aplicagao e training set, sao fundamentais para a

obtencao de resultado fiaveis.

Conforme referido, a utilizagao do conhecimento especializado é considerado um fator
chave para a interpretagao dos resultados e para a elaboragao das respetivas conclusoes
integradas. Assim, a correta utilizagdo das tecnologias in silico requer nao apenas
conhecimentos gerais de quimica e toxicologia, mas também o conhecimento das estruturas
de alerta, bem como a compreensao dos mecanismos que estao na base da genotoxicidade e

da carcinogénese.

Por outro lado, é importante assegurar a atualizagao constante dos modelos QSAR com os

mais recentes dados toxicoldgicos obtidos in vitro e in vivo.

Do ponto de vista regulamentar seria Gtil, numa perspetiva futura, a existéncia de normas
orientadoras relativamente ao conteudo dos relatérios das analises in silico. A instrugao dos
processos com informagao transparente, robusta e consistente, facilitaria a avaliagio do
beneficio-risco dos medicamentos, contribuindo deste modo para decisdes mais céleres por
parte das Autoridades Reguladoras, com inerentes vantagens para a Indlstria Farmacéutica e

para os doentes.
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