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RESUMO

O uso indiscriminado de medicamentos sem prescricdo € uma realidade em todo o
mundo. O fato desses medicamentos serem de venda livre, nao significa que os mesmos nao
apresentam riscos. Muitos deles apresentam incompatibilidades em suas formulagdes e
acabam formando produtos de degradacao durante a sua vida Gtil, como é o caso de alguns
antigripais e dos comprimidos de desloratadina. A populagdo que consome esses
medicamentos sequer sabe que podem estar prejudicando a sua saude. Este trabalho tem o
objetivo de avaliar o potencial citotéxico dos produtos de degradacdo ja relatados em
literatura, N-(succinil) fenilefrina e N-(formil) desloratadina. O primeiro advém da
incompatibilidade entre o ativo fenilefrina, muito utilizado em antigripais, e sais de maleato
também sempre presentes nessas formulagdes. A N-(formil) desloratadina, por sua vez, é
formada pela incompatibilidade entre ao ativo desloratadina, anti-histaminico de segunda
geragao, com agucares redutores, nesse caso a lactose, presente na maioria das formulacées
de desloratadina comprimidos disponiveis no mercado. Para testar a toxicidade dos produtos
de degradacdo, primeiramente, os mesmos foram formados através de estresse térmico
Uumido nas misturas binarias incompativeis, e também, nos produtos acabados encontrados a
venda nas farmécias. Apdés a formacdo e quantificagdo dessas impurezas através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, os mesmos foram incubados nas células da linhagem
VERO, C6 astroglial e HepG2 por 24 horas. A N-(succinil) fenilefrina ndo apresentou indicios
de toxicidades em nenhuma linhagem celular nas concentragdes testadas. A N-(formil)
desloratadina apresentou potencial citotoxicidade para a linhagem HepG2 das linhagens
celulares testadas. Os resultados mostraram a importancia de realizar estudos de toxicidade,
inclusive em medicamentos muito comuns disponiveis em todo o0 mundo que podem nao ter

informacoes suficientes para apoiar seu uso seguro.

Palavras chaves: N-(succinil) fenilefrina, N-(formil) desloratadina, astroglial C6, VERO e
HepG2.






ABSTRACT

The indiscriminate use of over-the-counter medications is a reality worldwide. The fact
that these drugs are over-the-counter does not mean that they may not offer any risk. Many of
them have incompatibilities in their formulations and end up forming degradation products
during their useful life, as is the case with some flu medicines and desloratadine tablets. The
people that consumes these drugs does not even know that they may be harming their health.
This work aims to study the cytotoxic potential of degradation products already reported in the
literature, N- (Succinyl) phenylephrine and N- (formyl) desloratadine. The first comes from the
incompatibility between the active phenylephrine, widely used in anti-flu, and maleate salts
also always present in these formulations. N- (formyl) desloratadine, in turn, is formed by the
incompatibility between the active pharmaceutical ingredient, desloratadine, a second
generation antihistamine, with reducing sugars, in this case lactose, present in most of the
formulations of desloratadine tablets available on the market. To test the toxicity of the
degradation products, first, they were formed through wet thermal stress in incompatible binary
mixtures, and also, in the finished products found for sale in pharmacies. After the formation
and quantification of these impurities through high performance liquid chromatography, they
were incubated in VERO, C6 astroglial and HepG2 cell lineages for 24 hours. N- (succinyl)
phenylephrine showed no evidence of toxicity in any cell line at the concentrations tested. N-
(formyl) desloratadine showed potential cytotoxicity for the HepG2 strain at the concentration
tested. The results showed the importance of performing toxicity studies as well as some very
common medicines available worldwide may not have sufficient information to support their

safe use.

Key words: N- (Succinyl) phenylephrine, N- (formyl) desloratadine, astroglial C6, VERO e
HepG2.
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1. INTRODUGAO

A automedicagao € um problema de saude publica que vem crescendo ao longo dos
anos e se tornando cada vez mais grave devido a facilidade de acesso a medicamentos em
farmacias comerciais. Esta € uma pratica comum, vivenciada por civilizagdes de todos os
tempos, com caracteristicas peculiares a cada época e a cada regiao (ARRAIS, 1997). A
facilidade de comprar um medicamento por conta propria para resolver um problema de saude
ao invés de procurar um servico de saude para avaliar a origem do mesmo, é cada vez mais
comum. Sabe-se que o fato de o sistema de saude publico ndo ser de facil acesso, assim
como existir muitas pessoas desprovidas de recursos para procurar um servico de saude

particular contribui muito com esse tipo de atitude da populagdo em geral (NAVES, 2010).

Em contraste com medicamentos prescritos e ilicitos, aquelas disponiveis para os
individuos comprarem legalmente sem receita médica tém sido muitas vezes percebidas pelo
publico como relativamente seguras, mas foi reconhecido que os medicamentos sem
prescricao tém tanto potencial para causar danos como beneficios (COOPER, 2013). Além
disso, 0 uso indiscriminado destes pode atrasar ou mesmo mascarar o diagnostico, com
aumento de riscos e efeitos adversos e de auto tratamento realizados quando ajuda médica
deveria ter sido procurada (WAZAIFY, 2015).

O uso crescente de medicamentos de venda livre para tosse e resfriado sdo um
fendbmeno mundial. A venda desses produtos é de aproximadamente US $ 3,5 bilhdes anuais
nos Estados Unidos (DART, 2009). A maioria dos antigripais possuem combinag¢des de
analgésico, anti-inflamatorio, descongestionante nasal, anti-histaminico e/ou antitussigeno
(CARR, 2006).

Os antigripais possuem uma enorme diversidade de combinagbes e diferentes
dosagens. Porém, uma incompatibilidade entre a fenilefrina e o sal maleato, que séo
amplamente utilizados nessas formulagdes, é relatada em alguns estudos (MARIN, 2005;
WONG, 2006). Essa incompatibilidade é responsavel pela formagdo de um produto de
degradacao chamado N-(succinil) fenilefrina produzido (ou formado) quando os produtos séo
expostos a alta temperatura e umidade (MARIN, 2005; WONG, 2006). Ndo hé relatos na
literatura avaliando a toxicidade desse produto, sendo assim néo se sabe do potencial toxico
desse produto para a saude da populagéo.

A rinite alérgica é uma doenca comum que afeta até 50 milhdes de americanos e até
30% da populacao na Europa (GEHA, 2001). Os anti-histaminicos H1 de primeira geracéao
obtidos sem receita médica sdo a forma mais frequente de automedicacdo para doencas
alérgicas, tosse e resfriado e insénia, mesmo tendo efeitos indesejados e potencialmente
perigosos que ndo sao conhecidos pelo publico em geral (CHURCH, 2010). Com o aumento
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da prevaléncia da doenca e para melhorar a qualidade de vida das pessoas, 0 uso de anti-
histaminicos sem prescri¢cao para tratar diferentes tipos de alergias € uma realidade no nosso
pais. Esses medicamentos possuem uma grande variedade de diferentes classes utilizados
indiscriminadamente ao redor do mundo. Dentre eles esta a desloratadina, que € um anti-
histaminico de segunda geragdo com longa duracdo e ndo sedativo, pois ndo penetra ou
penetra minimamente a barreira hemato-enceféalica com atividade seletiva pelos receptores
antagonistas H' (CHURCH, 2010; PATEL, 2012). O fato de causar menos sonoléncia também
faz com que desloratadina seja apreciada pelos usuarios de anti-histaminicos.

Os medicamentos, com o ativo desloratadina, também possuem incompatibilidade
relatada na literatura com um excipiente extensamente utilizado em formulacdes
farmacéuticas, a lactose (JEGANATHAN, 2010). Em uma répida pesquisa em bulas de
especialidades comercializadas contendo desloratadina, observou-se que a maioria
apresenta a lactose como um dos excipientes. Essa incompatibilidade também forma um
produto de degradagédo (JEGANATHAN, 2010). Na literatura, ndo foram encontrados estudos
avaliando se a ingestao desse produto de degradacao é seguro.

Contudo, as pressdes para trocar os modelos animais tradicionais para novas
tecnologias surgem de varias preocupagodes, incluindo: a necessidade de avaliar um grande
numero de produtos quimicos anteriormente nao testados e novos produtos, a previsibilidade
limitada de testes tradicionais para efeitos na salude humana, duracdo e custos das
abordagens atuais e consideragbes de bem-estar animal (BASKETTER, 2012). H4 uma forte
defesa da reducdo de testes in vivo e, sempre que possivel, métodos alternativos sao
claramente preferidos aos testes in vivo convencionais quando estdo disponiveis
(LILIENBLUM, 2008).

Portanto, ndo ha davida que a fenilefrina e a desloratadina possuem grandes beneficios
para 0s seus usuarios, porém fica caracterizada a existéncia de produtos de degradacao da
fenilefrina e desloratadina na presenca de sais de maleato e acgucares redutores,
respectivamente. Apesar do exposto anteriormente, ndo ha estudos toxicolégicos na literatura
que atestem a seguranga do consumo dessas impurezas que podem ser formadas durante a

vida util desses produtos.

Em face do grande numero de usuérios € importante que se invista em estudos se
segurancga para que se conheca com mais propriedade esses produtos de degradacgéo, que
muitas pessoas podem estar ingerindo sem ter conhecimento. Por isso, esse trabalho se
justifica para trazer dados relevantes de seguranca toxicolégica desses medicamentos
largamente utilizados pela populagdo em geral. Nesse contexto, o presente estudo visa avaliar
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a toxicidade dessas impurezas em modelos in vitro de células C6 astroglial, VERO e HepG2,
a fim de avaliar uma possivel neurotoxicidade, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade.

O presente trabalho esta estruturado em introdugao, objetivos, justificativa, material e
métodos, revisdo, seguido por dois capitulos, que sao propostas de artigos, discussao geral,
conclusdes e referéncias. O capitulo 1 refere-se ao artigo que ird ser submetido a revista
cientifica Journal of Analytical Toxicology relacionado aos estudos de toxicidade in vitro do
produto de degradagdo N-(succinil) fenilefrina, o documento esta divido em introdugéo,
material e métodos, resultados e discussdo e conclusdo. Da mesma forma, o capitulo 2 se
refere ao artigo que também ird ser submetido ao periédico Journal of Analytical Toxicology
com os resultados obtidos para o estudo da toxicidade in vitro da N-(formil) desloratadina
contendo a mesma formatacao do capitulo 1.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a toxicidade in vitro da N-(succinil) fenilefrina, produto de degradacéo originado
pela incompatibilidade do farmaco fenilefrina com sais de maleato e da N-(formil)
desloratadina, o produto de degradagédo da reagdo entre a desloratadina com acgucares

redutores, em misturas binarias e medicamentos disponiveis no mercado.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a nefrototoxicidade dos produtos de degradacdo das misturas binarias e das
formulagdes através de testes in vitro utilizando linhagem de células VERO;

Avaliar a hepatotoxicidade dos produtos de degradacdo das misturas binarias e das
formulagbes através de testes in vitro utilizando linhagem celular HepG2;

Avaliar a neurototoxicidade dos produtos de degradagao das misturas binarias e das
formulagdes através de testes in vitro utilizando linhagem celular C6 astroglial;

Avaliacdo dos métodos analiticos para a quantificacdo dos produtos de degradacao.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Matérias-primas e especialidades farmacéuticas

Cloridrato de fenilefrina, maleato de clorfeniramina e a desloratadina matérias-primas,
bem como formulagdes contendo estes farmacos foram adquiridas no mercado ou obtidos de
doacobes.

3.2. Preparo das amostras

As amostras (matérias-primas e formulag¢des) foram expostas a temperatura de 60 °C
e 75% de umidade relativa para avaliar a formacao dos produtos de degradacgéo de interesse.

Para o antigripal foi exposto a mistura binaria (1:1) contendo o ativo maleato de
clorfeniramina e o ativo cloridrato de fenilefrina, que sdo incompativeis, visando a formagao
do produto de degradagao N-(succinil) fenilefrina. Também foi exposto o produto acabado
adquirido no mercado com o intuito de avaliar se a mistura dos ativos com os excipientes pode
potencializar ou minimizar a formagao do produto de degradagéo.

A desloratadina também seré testada com a mistura binaria (1:1) incompativel, o ativo
desloratadina e o excipiente lactose, com a intengéo de formar o produto de degradacao N-
(formil) desloratadina. Assim como o antigripal, sera exposto também o produto final para ser
comparado aos resultados da mistura binaria com o produto na sua formulagdo completa.

3.3. Quantificacao dos produtos de degradacao

Para quantificar a formagao das impurezas foram utilizados um método da literatura e
um método farmacopeico. O método escolhido para a quantificagéo do produto de degradagéao
N-(succinil) fenilefrina é adaptado de Wong e colaboradores (2006). Ja para a quantificagao
da N-(formil) desloratadina sera utilizado o método farmacopeico da USP 42 (2019).

3.4. Cultivo Celular

Todos os experimentos foram realizados trés vezes em triplicata (3x3) e os dados
analisados estatisticamente usando o software Prism (GraphPad Software, Estados Unidos,
Verséao 7.0).

A viabilidade celular sera determinada pelo método de MTT. O brometo de MTT é um
sal de tetrazdlio soluvel em agua, que através da clivagem do anel de tetrazdlico pela
succinato desidrogenase dentro das mitocondrias € convertido em formazan, que possui a

coloracdo violeta (MOSMANN, et al, 1983). O produto formazan é impermeavel as
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membranas celulares e, portanto, acumula-se em células saudaveis. A coloracao produzida
nessa reagao € medida por densidade Optica, sendo diretamente proporcional ao nimero de
células viaveis na placa (MOSMANN, et al., 1983). Os resultados serao expressos em termos
de ECso (efeito citotoxico para 50% das células).

3.4.1  Preparacao das solucoes e determinacao da viabilidade celular

Todos os compostos foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) e meio de
cultura obtendo-se uma concentracéo final de DMSO de 0,5%. As células da linhagem C6
astroglial, VERO e Hep-G2 (2x10* células/pogo) foram semeadas em placas de 96 pogos e
incubadas por 24 h. Apds esse periodo, as células foram submetidas ao contato com as
amostras, nas concentrag¢des entre 50-500 uM por um periodo de 24 h. A viabilidade celular
foi verificada pelo ensaio de brometo de metiltiazolildifenil-tetrazélio (MTT). Foi utilizado o
controle contendo apenas o0 meio de cultura e o controle do veiculo (DMSO a 0,5% em meio
de cultura). Para determinacdo da concentragao citotoxica para 50 % das células (ICso) de
cada composto testado foi utilizada andlise de regressao nédo linear com auxilio do software
GraphPad Prism 7.0.

3.4.2 Ensaio de Reducao de sais tetrazolio (MTT)

A viabilidade das células foi avaliada em placas de 96 pocos, apés um periodo de
24 h de incubagéao, sendo o0 meio de cultura retirado e, em seguida, adicionado 100 uL de 0,5
mg/mL de MTT a cada poco. As placas foram incubadas por 1 h a 37°C, o MTT foi removido
e o0 produto formado foi lido em 570 e 630 nm em espectrofotbmetro de microplacas
(Spectramax 190-Molecular Devices, com software ROM SPECTRAmax M2e versao 2.1.35).
Foram realizados trés experimentos independentes foram realizados em ftriplicata para cada
ensaio (n = 3). Os resultados foram expressos como a porcentagem de células viaveis em
comparagao com o controle do veiculo (0,5% DMSO).

3.4.3 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM), e a
significancia estatistica foi determinada pela Analise de Variancia (ANOVA, p <0,05), seguida
do pos-teste de Dunnett para comparagdes mudltiplas. O programa utilizado para essas
andlises foi o GraphPad Prism 7.0.

3.44  Células de C6 astroglial
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Células de passagem tardia, obtida da American Type Culture Collection (Rockville, MA,
EUA), seréo cultivadas de acordo com um procedimento descrito por Santos e colaboradores
(2006). Serao semeadas em frascos de 75 cm? e cultivadas em meio DMEM suplementado
com 5% soro fetal bovino (SFB), mistura de antibiéticos (1% de penicilina (100 U/ml) e
estreptomicina (10 mg/ml)) e antifingicos (0,1% de anfotericina B (250 pg/ml)). As
células foram mantidas em uma temperatura de 37 °C, em umidade relativa minima de 95%
e uma atmosfera de 5% de CO.. A substituicdo do meio € realizada a cada dois ou trés dias,
de acordo com a observagcdo em microscépio, da confluéncia de cerca de 80 a 90% das
células.

Previamente a cada tratamento as células serao tripsinizadas com uma solucao de
0,05% tripsina/EDTA e incubadas por 5 min a 37 °C. Em seguida, sera adicionado meio DMEM
com 10% de SFB, inativando a agdo da tripsina, e centrifugado por 5 min a 1500 rpm. O
sobrenadante sera descartado e o pellet formado ressuspendido com meio. Em seguida, sera
realizada a contagem do nuimero de células viaveis em camara de Neubauer pelo método de
exclusdo com Trypan Blue. A densidade celular utilizada nos tratamentos sera de 2,0 x 10*
células/poco, em placas de 96 pogos. Apds 24 h de incubagao o meio foi retirado e as células
foram submetidas as condi¢cdes experimentais de tratamento.

3.4.5 Células VERO

As células VERO foram adquiridas do BCRJ (Banco de Células do Rio de Janeiro) e seu
cultivo sera de acordo com as especificacées do provedor. As células serdo semeadas em
frascos de 75 cm?, cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
suplementadas com 10% de soro fetal bovino (SFB) e mistura de antibiéticos e antifungicos
0,1% de anfotericina B (250 pug/ml) e 1% de penicilina (100 Ul/ml)/estreptomicina (10
mg/ml). As mesmas serdo mantidas a temperatura de 37 °C, em uma atmosfera umidificada
e com 5% de CO.. A substituicido do meio sera realizada de acordo com a necessidade das
células, conforme a observagdo em microscopio da confluéncia de cerca de 80 a 90% das
células.

Serda seguido o mesmo procedimento de plaqueamento das células ja descrito

anteriormente.
3.4.6 Células HepG2

As células foram adquiridas do BCRJ (Banco de Células do Rio de Janeiro) e seu
cultivo sera de acordo com as especificagdes do provedor. As células serdo semeadas em
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frascos de cultivo de 75 cm? com meio DMEM suplementado com 10% de SFB e mistura de
antibidticos e antifungicos 0,1% de anfotericina B (250 pg/ml) e 1% de penicilina (100
Ul/ml)/estreptomicina (10 mg/ml). As células sdo mantidas a uma temperatura de 37 °C, em
uma atmosfera de 5% de CO.. Apos atingir uma confluéncia de 80% - 90% as células foram
ressuspendidas em meio de cultura e realiza-se a contagem do nimero de células viaveis em
camara de Neubauer, pelo método de exclusdo com Trypan Blue. O plaqueamento é realizado
em placas de 96 pocos, na densidade de 2,0 x 10* células/pogo. Apds 24 h de incubagdo o

meio foi retirado e as células foram submetidas as condi¢coes experimentais de tratamento.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. N-(succinil) fenilefrina

A fenilefrina € uma amina simpatomimética que atua predominantemente nos
receptores a-adrenérgicos. E usada principalmente para tratar congestdo nasal (DRUG
BANK, 2019). Apresenta-se como um sélido cristalino, de cor branca, com faixa de fuséao de
140°C a 145°C, sendo muito soluvel em agua. Na sua férmula estrutural Figura 1 € possivel
observar a presenca dos grupos fenol (pKa 9,07), alcool (pka 14,24) e amina secundaria (pKa
9,69) (CHEMICALIZE, 2019).

SNH
WOH

HO

Figura 1- Estrutura molecular da fenilefrina

As formulagbes de antigripais mais comuns presentes no mercado contém
paracetamol, cloridrato de fenilefrina e o maleato de clorfeniramina, ou maleato de
carbinoxamina ou maleato de bronfeniramina. O &cido maléico (Figura 2), frequentemente
usado para formar sais com farmacos bésicos, € um acido dicarboxilico a,B-insaturado, que
na presenca de uma amina primaria ou secundaria forma o sal maleato (LI, 2012).

OH O
@) OH

Figura 2- Estrutura molecular do acido maléico

Normalmente, quando se pensa em incompatibilidade de formulagdes de
medicamentos, se considera a incompatibilidade entre o ativo principal e o adjuvante. Porém,
em alguns antigripais a incompatibilidade pode ser entre os ativos da formulagéo.
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Medicamentos que contém o cloridrato fenilefrina e o sal maleato podem formar um produto
originado entre o sal e a amina secundéaria da fenilefrina, por uma reacdo de adicdo
nucleofilica (MARiN, 2005; WONG, 2006).

OH | (@]
HO N
@JV Y o
O OH
QH H HOOC H
HO No m/z 284
CHy = | OH OH O
HOOC™ ~H O IL
o
Phenylephrine Maleate 0]

(MW 167) (MW 116)
m/z 284

Figura 3- Possiveis estruturas da N-succinil fenilefrina (Adaptado de MARIN et al., 2005).

A Figura 3 demonstra as possiveis estruturas formadas com a reagao do maleato com
a fenilefrina (MARIN, 2005). Wong e colaboradores (2006) sugerem uma outra estrutura que
difere nos substituintes da cadeia carbdnica conforme Figura 4, mas que também possui MM
= 284 (WONG, 2006).

HO N\r/\COOH

Figura 4 - Possivel estrutura da N-succinil fenilefrina segundo Wong e colaboradores (2006)
(Adaptado de WONG et al., 2006).

Apesar da estrutura dessa impureza ja ter sido elucidada como descrito anteriormente,

a N-(succinil) fenilefrina parece nunca ter sido testada quando a sua toxicidade, pois nao foram

encontrados estudos na literatura. Portanto, se faz necessério que estudos sejam feitos para

que seguranca da sua ingestao seja determinada.

4.2. N-(formil) desloratadina

A desloratadina é o metabdlito ativo da loratadina, que é utilizada no tratamento de rinite
alérgica, urticaria e inflamagao (KHAPRA, 2011; AINUROFIQ 2017). Essa molécula possui
uma poténcia de acao maior que o seu precursor loratadina (GEHA, 2001; MURDOCH, 2003).
Apresenta-se como um solido cristalino, de cor branca, com faixa de fusao de 150 a 151 °C,
sendo fracamente solUvel em agua, mas soluvel em etanol e propilenoglicol (BISSA, 2013).
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Sua férmula estrutural € mostrada na Figura 19, onde é possivel observar a presenca dos
grupos piridina (pKa 4,3) e piperidina (pKa 9,7) (BISSA, 2013; CHEMICALIZE, 2019).,
caracteristicos dessa classe de medicamentos.

piperidina H

Figura 5 - Estrutura molecular da desloratadina.

Avaliando-se a férmula estrutural da desloratadina e de acordo com as referéncias
bibliograficas pesquisadas, é possivel prever quais 0s grupamentos podem estar mais
susceptiveis a reagdes de degradagao. A desloratadina possui uma amina secundaria da
piperidina e a amina secundaria aromatica da piridina onde ocorrem a maioria das reagoes
que envolvem esta substancia (LI, 2012), j& que o 4&tomo de nitrogénio possui um par de
elétrons livres podendo sofrer ataques nucleofilicos (CLAYDEN, 2015). Lembrando que a
amina secundaria aromatica € menos reativa do que a amina secundaria nao aromatica (LI,
2012), é possivel inferir que a reacdo mais provavel de acontecer sera a reagdo com a amina
secunddria da piperidina.

A literatura traz muitas informacdes sobre a incompatibilidade de farmacos contendo
grupamento amino primario ou secunddrio quando associados com agucares redutores ou
outros aditivos que contenham o grupo carbonila, denominada Reacao de Maillard (MATOS,
2013; NARANG, 2015), sendo o caso das formulagcdes encontradas no mercado com o ativo
desloratadina, principalmente nas formulagdes sélidas. Apds a avaliagdo de bulas disponiveis
online de formulag6es contendo desloratadina, foi observado em varias delas a presenca de
lactose. A lactose é um acucar redutor, portanto um excipiente que dependendo de como o
medicamento € armazenado pode gerar uma impureza devido a reagao de Maillard (KHAPRA,
2005; KHAPRA, 2011).

A N-(formil)-desloratadina foi relatada como o principal produto de degradagéo deste
farmaco decorrente deste tipo de reagdo com excipientes de carater acido como acido
estedrico, povidona, crospovidona, lactose anidra ou hidratada e benzoato de sodio
(KHAPRA, 2005).
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Em sua pagina, a Farmacopeia Americana (https://www.usp.org) apresenta em sua lista
de substancias quimicas de referéncia a N-(formil)-desloratadina como “composto relacionado
F” (https://static.usp.org/pdf/EN/referenceStandards/certificates/1173064-R082U0.pdf).

As etapas da reagdo de Maillard para formacdo do produto de degradagdo da
desloratadina podem ser descritas conforme ilustrado na Figura 6 para a reagdo do grupo

amino presente na estrutura do farmaco com um composto contendo um grupo redutor.
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+H20
HO e

Grupo Redutor ) .
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N-formil-desloratadina

Figura 6 - Formagéo da N-(formil)-desloratadina na presenga de lactose (Adaptado de BISSA
et al., 2013).

A reacao de Maillard foi primeiro relatada por Louis Maillard, ha mais de 80 anos, ao
observar que algumas aminas e carboidratos reagem para produzir pigmentos marrons
(KUMAR, 1994; HOTHA, 2016). O primeiro produto dessa reac¢ao é uma glicosamina simples,
que prontamente sofre o rearranjo de Amadori para produzir 1-amino-1-desoxi-2-cetose. Os
carboidratos ndo redutores, como manitol, sacarose e trealose ndo estao sujeitos a reagdes
de Maillard. Embora os primeiros cientistas acreditassem que apenas 0s compostos
aromaticos primarios seriam capazes de sofrer essa reagdo, pesquisas subsequentes
mostraram que quase todas as aminas, aromaticas ou alifaticas, sdo suscetiveis a essa
reacao (HOTHA, 2016). A desloratadina também sofre reacdo de Maillard, mas néo é uma
reacao exclusiva dessa molécula, principalmente, porque ela ocorre com o grupamento amina

que é muito comum dentre os farmacos.

Os produtos de degradacdo formados por reacdo de Maillard também foram
observados em outros produtos farmacéuticos contendo lactose e grupos amino, como

cloridrato de fluoxetina, aminofilina, amlodipino, aciclovir e baclofeno (EL-ZAHER, 2014).
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Wirth e colaboradores (1998) descreveram a reacao entre a amina secundaria presente na
molécula da fluoxetina com a lactose presente em formulagbes disponiveis no mercado,
sendo a temperatura, a 4gua e a quantidade do excipiente os influenciadores da reagao. Essa
reagdo resulta em um produto de degradagdo chamado N-(formil) fluoxetina.

O salbutamol e a terbutalina também apresentam a reacdo de Maillard na presenca de
lactose. El-Zaher e colaboradores (2014) fizeram um levantamento de formulagdes presentes
no mercado revelando que a maioria traz como adjuvante principal a lactose. E constatou que
como ambas as moléculas possuem aminas secundarias elas também formam um produto

de degradacao advindo dessa rota de degradacao.

Os excipientes sao incluidos nas formulagdes para auxiliar na fabricacao, administracao
ou absorc¢ao dos farmacos. Embora considerados farmacologicamente inertes, os excipientes
podem ter grupos funcionais que interagem diretamente com estes, por vezes formando
produtos de degradacao (FATHIMA, 2011; HOTHA, 2016).

O impacto dessas reagdes na estabilidade dos produtos farmacéuticos necessita de
investigacdo. Uma vez que a exposicao a temperatura e umidade ndo sao inerentes apenas
ao estudo de estabilidade dos medicamentos, mas também ao mal armazenamento desses

produtos com os consumidores finais.

4.3. Legislacao de Produtos de Degradacao

Com a publicagdo da RDC58 em 2013 (ANVISA), sendo substituida pela RDC 53 no
ano de 2015 (ANVISA), a legislacao brasileira comegou a exigir o controle de produtos de
degradacdo em medicamentos. A agéncia reguladora dos Estados Unidos (Food and Drug
Administration-FDA) e outras agéncias em todo o mundo também exigem controle de
impurezas em substdncias e produtos farmacéuticos em niveis recomendados pela
Conferéncia Internacional de Harmonizagao (ICH) (RAHMAN, 2006). A Farmacopeia Britanica
(BP) e a farmacopeia americana (USP) também incorporaram niveis permitidos de impurezas
presentes nas matérias primas e formulagdes. Os limites estabelecidos pela legislagcao
brasileira seguem a Tabela 1 que traz valores iguais aos encontrados pelo guia do ICH Q3B
(R2), 2006.
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Tabela 1-Limites de produtos de degradacdo estabelecidos pela RDC 53, 2015
(ANVISA).

Dose méaxima diaria ' Limites *
o . . < 1ig 0,1%
Limites de notificacao > 1g 0.05%
0,
<1mg 1,0% ou 5ug ITD, o que for
menor
i 0,5% ou 20ug ITD, o que for
Limites de identificagao 1mg-10mg menor
0,
>10mg-2g 0,2% ou 2mg ITD, o que for
menor
>2g 0,10%
1,0% ou 50ug ITD, o que for
<10 mg menor
0,5% ou 200ug ITD, o que
Limites de qualificacéo 10 mg-100mg for menor
0,2% ou 3mg ITD, o que for
>100 mg - 2g menor
>2g 0,15%

Quando ingerimos um medicamento a nossa principal preocupagao € saber se ele ira
ser eficaz no tratamento da condigao para a qual tomamos. No entanto, a realidade é que a
seguranga, qualidade e controle da qualidade dos medicamentos sdo tao importantes para as
empresas farmacéuticas e autoridades reguladoras quanto a eficacia de um medicamento.
(HUMFREY, 2007). Por isso, é primordial que haja o controle dessas impurezas que possam

ser formadas durante a vida Gtil de um medicamento.

Embora o uso de produtos farmacéuticos seja sempre um equilibrio de riscos e
beneficios, 0 mesmo néo se aplica as impurezas nos produtos farmacéuticos, pois impurezas
apresentam apenas risco (JACOBSON-KRAM, 2007). Essas substéncias, na maioria das
vezes, devem sempre ser reduzidas aos niveis mais baixos, reconhece-se que elas nem
sempre podem ser reduzidas a zero e as especificacbes para impurezas precisam ser
estabelecidas (JACOBSON-KRAM, 2007). Nas diretrizes que abrangem substancias e
produtos medicamentosos, os limiares de impurezas sao listados nos quais devem ser
notificados, identificados e qualificados (JACOBSON-KRAM, 2007; RDC53, 2015). Onde
Limite de Notificagdo significa que quando o produto de degradacao apresentar um valor
acima do especificado ele devera ser reportado no(s) estudo(s) de estabilidade, Limite de
Identificacdo significa que quando a impureza atingir um valor acima do especificado e esse
produto de degradacao tem sua estrutura desconhecida, 0 mesmo devera ter sua estrutura
quimica identificada e Limite de Qualificagao valor acima do qual um produto de degradagéao
devera ser qualificado (RDC53, 2015). Qualificado aqui significa que as impurezas devem ser
estabelecidas como seguras no valor ou acima dos niveis presentes em uma substancia ou
produto acabado através de testes toxicol6gicos. Para substancias medicamentosas, isso

normalmente é feito testando lotes de medicamentos contendo as impurezas em niveis
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adequados na toxicologia pré-clinica. Estudos durante o desenvolvimento de medicamentos
que avaliam a toxicidade das impurezas presentes no produto final (JACOBSON-KRAM,
2007). Essas avali¢cdes de toxicidade incluem muitos modelos de experimentagdo animal.

4.4. Cultivo Celular

Com o passar dos anos, o numero de animais utilizados na ciéncia aumentou com o
avanco do desenvolvimento e pesquisa em tecnologia médica. Todos os anos, milhdes de
animais experimentais sdo usados em todo o mundo. Contudo, com o desenvolvimento
cientifico e tecnol6gico, aliado as crescentes preocupacdes relacionadas ao campo da
bioética, impbe-se cada vez mais a busca por métodos alternativos ao uso de animais para a
avaliagdo de toxicidade de substancias quimicas. Por isso, varias alternativas ao teste em
animais foram propostas para superar as desvantagens associadas a experimentos com
animais e evitar procedimentos antiéticos. Nesse contexto, a cultura de células tornou-se um
dos principais modelos de avaliagao toxicoldgica, especialmente com o aumento do rigor para
0 uso de animais imposto pelas Comissdes de Etica de Uso de Animais em Pesquisa (CEUA)
(DOKE, 2013; ALVES; GUIMARAES, 2014).

De modo geral, existem dois tipos de cultivo celular: primario ou de linhagens celulares.
O cultivo primario, que ocorre a partir do crescimento de células provenientes de fragmentos
de tecido, normal ou tumoral, de origem humana ou animal. Essas células possuem as
caracteristicas do tecido de origem e podem crescer em cultura por um determinado periodo.
Ja as linhagens celulares sao células que ainda guardam caracteristicas do tecido de origem,
porém possuem alta proliferacdo, uma vez que passaram pelo processo de imortalizagéo
celular (ALVES; GUIMARAES, 2014). Algumas células podem perder as caracteristicas
genéticas e fenotipicas do tecido de origem quando submetidas a muitas passagens em
cultura in vitro (BRAGANHOL et al., 2009).

A linhagem celular VERO € uma linhagem de células fibroblasticas aderentes, oriundas
de rim de macaco-verde africano (Cercopithecus aethiops). Elas sao homologas as células do
corpo humano, sao facilmente cultivadas e ja reconhecidas na literatura como uma importante
ferramenta para avaliagéo de nefrotoxicidade in vitro (FRANGCA et al., 2014; PEROPADRE et
al., 2011; LIAO, 2010; FREIRE, 2005). Nao ha relatos na literatura da determinacao da
toxicidade da substancia N-(succinil) fenilefrina, nem como do ativo cloridrato de fenilefrina.

As células gliais C6 sao de uma linhagem celular astroglial proveniente de ratos e
amplamente utilizada para avaliar a toxicidade de medicamentos in vitro (BERNARDI, 2008;
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EL-BACHA, 2001; DUAN, 2013). Nao existem relatos de avaliacdo da citotoxicidade da N-
(succinil) fenilefrina nesta linhagem, e nem mesmo do ativo fenilefrina.

A HepG2 é uma linhagem celular de hepatoma humano amplamente utilizadas em
estudos in vitro como alternativa ao uso da cultura priméaria de hepatécitos (DONATO,
TOLOSA, 2015). Essas células sao altamente diferenciadas e exibem muitas das
caracteristicas genotipicas de células hepaticas normais. Sendo assim, a linhagem HepG2
pode ser utilizada para triagem da hepatotoxicidade de farmacos e seus produtos
relacionados (GERETS et al., 2012). As células HepG2 possuem baixos niveis de expressao
basal do complexo enzimatico citocromo P450 (CYP). No entanto, alguns estudos mostram
que as células HepG2 podem ser induzidas a expressar as isoformas CYP1A2, CYP2B6 e
CYP3A4 de forma semelhante a hepatécitos humanos (CHOI et al., 2015; DONATO,
TOLOSA, 2015; GERETS et al., 2012).
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5. CAPITULO 1 - Avaliacio do Potencial Toxicolégico da N-(succinil)
fenilefrina in vitro em linhagens celulares C6 astroglial, VERO e HepG2.

Nota 1: Artigo a ser submetido ao periédico Journal of Analytical Toxicology.

5.1. INTRODUCAO

Diferentes preparagbes farmacéuticas para a gripe comum contém paracetamol,
cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina. A formagéo de um produto de degradagéo
foi evidenciada, e essa impureza advém da reacéo da fenilefrina e sais de maleato (MARIN,
2005; WONG, 2006). Essa substancia foi caracterizada como a N-(succinil) fenilefrina, com
massa molecular de 284 MM (MARIN, 2005; WONG, 2006). Porém, apesar de antigripais
serem muito consumidos pela populacdo em geral, na literatura nao foram encontrados dados
que trazem a seguranca da ingestao dessa impureza. Uma vez que ela pode ser formada
apenas com o armazenamento inadequado do medicamento € imprescindivel que estudos

sejam realizados para que haja dados de seguranca do consumo da N-(succinil) fenilefrina.

Inicialmente serdo realizados os testes de toxicidade com as matérias primas isoladas,
com o objetivo de descartar qualquer interferéncia nos testes com o produto de degradacéo.
Para a obtengcdo da impureza, as misturas binarias cloridrato de fenilefrina e maleato de
clorfeniramina (1:1) e o produto acabado serdo expostos durante dez dias a temperatura de
60 °C e umidade aproximada de 75% umidade relativa. Apés a exposicao, as amostras
expostas e os controles (ndo expostos) serdo submetidos a andlise por CLAE-DAD para
verificar a degradagao da fenilefrina nas amostras expostas frente as amostras controles,
assim como quantificar o produto de degradacdo formado nas amostras expostas (semi-
quantitativo).

A metodologia analitica utilizada sera o método relatado por Wong e colaboradores
(2006), com adaptagdes. Com o intuito de atestar a eficiéncia do método ao qual ele se
propde, sera realizada uma validacdo parcial avaliando-se os parametros seletividade,
linearidade e precisdo do método utilizado para quantificar o cloridrato de fenilefrina e o
produto de degradacgao N-(succinil) fenilefrina.

Os testes de citotoxicidade serdo realizados em linhagens celulares (VERO, C6
astroglial e HepG2).

Dentro deste contexto, e a impossibilidade de avaliarmos o produto de degradacao
isolado, a proposta principal deste estudo foi avaliar a citotoxicidade induzida pelas misturas
de cloridrato de fenilefrina-maleato de clorfeniramina com o produto de degradacdo N-
(succinil) fenilefrina e uma forma farmacéutica contendo a combinacao mais comum de ativos

encontrada no mercado brasileiro, nas linhagens celulares VERO, C6 astroglial e HepG2.
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O objetivo principal desse trabalho é testar a citotoxicidade do produto de degradacao
com estrutura elucidada pelos trabalhos mencionados, N-(succinil) fenilefrina. Portanto,
avaliar o potencial citotéxico de amostras degradadas contendo N-(succinil) fenilefrina, nas
linhagens celulares VERO, C6 astroglial e HepG2.

5.2. MATERIAL E METODOS
5.2.1 Materiais

Para os experimentos serdo utilizadas as matérias primas paracetamol, cloridrato de
fenilefrina, maleato de clorfeniramina e um produto acabado. Esses materiais foram
adquiridos no mercado ou por doacao. O produto acabado que sera testado é composto de 4
mg de cloridrato de fenilefrina, 4 mg de maleato de clorfeniramina e 400 mg paracetamol, mais

0s excipientes da formulagdo em capsulas.

A matéria prima de cloridrato de fenilefrina (Fabricante: HISOAR, india, Lote: P-581-
CN20141001, Teor:100,0%) foi usada como um padrao de trabalho para a quantificagao da
N-(succinil) fenilefrina, visto que ambas as substancias possuirem absorgées muito proximas.
Os reagentes utilizados foram acetonitrila grau CLAE (MERCK, Darmstadt, Alemanha),
perclorato de sédio (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil) e &cido fosférico (MERCK, Darmstadt,
Alemanha). A agua ultrapura foi obtida usando sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).
Também foram utilizadas as matérias primas maleato de clorfeniramina (Fabricante: KONGO
CHEMICAL, Japao, Lote: 8Y010, Teor: 99,7%) e paracetamol (Fabricante: MEGHMANI, india,
Lote: 1711PN2310, Teor: 100,3%) nos testes in vitro.

5.2.2 Métodos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica muito utilizada para a
quantificacdo desse tipo de analito. A técnica permite a separacao de diversos compostos
presentes em uma amostra e possibilita a identificacdo e quantificacdo de todos os
compostos. Para a quantificacdo do produto de degradacao formado, N-(succinil) fenilefrina,
foi utilizada a metodologia analitica descrita por Wong e colaboradores (2006). O método
descrito é capaz de quantificar o produto de degradacado N-(succinil) fenilefrina frente aos
demais componentes da formulacao.

As solugcbes foram preparadas na concentracdo de 0,08 mg/mL de cloridrato de
fenilefrina e maleato de clorfeniramina em agua purificada:metanol (70:30).
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Tabela 2- Condigbes cromatograficas para o método analitico de quantificagao do produto de
degradacao N-Succinil fenilefrina.

Método:

Adaptado de Wong (2006).

Sistema Cromatografico:

Cromatografia liquida de alta eficiéncia do fabricante Shimadzu com
detector de arranjo de Diodos (DAD) (SPD-M10A), bomba
quaternaria (LC-20AT), injetor automatico (SIL-20A), forno para
coluna (CTO-20A) e controlador (DGU-20A).

Coluna: Zorbax SB-CN 250 X 4,6 mm 5,0um — Agilent
Deteccao: 215 nm

Canal A: Sol. Aquosa contendo 0,1% de acido perclérico e 100mM
Fase Movel: de perclorato de sodio

Canal B: Acetonitrila

Tempo (min) Fase Mdovel A (%) Acetonitrila B
(%)
0—4,0,0 94,0 6,0
Sistema Gradiente ou 4,0 16,0 94,0 +10,0 6,0 90,0
propor¢ao de fase movel:
16,0 - 17,0 10,0 — 94,0 90,0 —6,0
17,0-20,0 94,0 6,0
Diluente: H20: Metanol (70:30)
Fluxo (mL/min): 1,0 mL/min
Volume de Injegéo: 10 pL
Temperatura de Coluna: |25°C
Tempo de corrida: 20 min

Para validagao, foram determinados os seguintes critérios: especificidade /seletividade,

linearidade e precisao.

A especificidade do método foi determinada preparando as solugbes com as

substancias paracetamol (8,00 mg/mL), cloridrato de fenilefrina (0,08 mg/mL) e maleato de

clorfeniramina (0,08 mg/mL) isoladas e também uma amostra do produto acabado, na mesma

concentracdo dos ativos isolados, e do diluente para verificar se ha interferéncia nos tempos

de retengéo. Também foi verificado o indice de pureza do ativo fenilefrina e do produto de

degradacéo N-(succinil) fenilefrina ao qual se tem interesse de quantificar.

A faixa de concentracdo a ser utilizada para o estudo de linearidade é selecionada

conforme Resolugcao da ANVISA vigente (RDC166, 2017) e Conferéncia Internacional sobre

Harmonizagao (ICH, 2005). A faixa de concentragao analisada quando se trata de impurezas

€ do LQ até 120% do limite permitido para essa impureza, que no caso do presente trabalho

seria 0,1% até 0,6%, considerando a concentracao de fenilefrina na amostra analisada.
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Contudo, no nosso estudo a quantidade de impureza formada nos testes de degradagéao
ultrapassou o limite recomendado pelo ICH e pela RDC 53/2015. Por isso, a curva da
linearidade testada foi do limite de quantificagdo (0,1%) até 15% da concentragdo de
fenilefrina na amostra, pois os valores encontrados foram em torno de 10% de produto de
degradacgdo. As concentragdes escolhidas para o teste foram: 0,1%, 0,2%, 0,5%, 5,0% e
15,0%. A concentragéo de 0,1% contempla o Limite de Notificagcdo, a concentra¢ao de 0,2%
o Limite de Identificagéo e a concentragcéao de 0,5% o Limite de Qualificacao (RDC53, 2015).

Para avaliar a precisao foi realizado o teste de repetibilidade e precisao intermediéria.
Este parametro seré verificado por 6 determinacdes, na concentragéo tedérica de 0,08 mg/mL
de fenilefrina, com a amostra exposta por cinco dias a temperatura 60 °C e umidade em torno
de 75% UR. O critério de aceitacao utilizado sera de o desvio padrao relativo ser menor ou
igual a 2%. Para a avaliagao da precisao intermediaria, serao analisadas 6 determinacdes em
segundo dia e o critério de aceitacao utilizado sera de o desvio padrao relativo ser menor ou
igual a 2% para as doze determinagdes, considerando no calculo as amostras do dia 1 e dia
2. Os calculos do produto de degradacao N-(succinil) fenilefrina sera efetuado a partir da
equacao da reta obtida no teste de linearidade.

Para os testes in vitro com o cloridrato de fenilefrina, maleato de clorfeniramina e
paracetamol isolados foram testadas as concentracdes de 4,18 a 83,6 pg/mL de fenilefrina,
6,87 a 137,39 ug/mL de clorfeniramina e 3,78 a 78,58 pg/mL de paracetamol, ou seja, no
maximo 500uM, nos trés tipos de linhagem celular. Para as misturas binarias contendo o
cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina controle as concentracoes testadas foram,
respectivamente, as concentragcdes equivalentes de fenilefrina de 7,5 a 250,0 pg/mL. Na
mistura contendo o cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina exposto (10 dias a
60 °C e 90 de umidade relativa, UR) com o produto de degradagao N-(succinil) fenilefrina as
concentracdes de trabalho foram as mesmas do ndo exposto. As concentracoes
estabelecidas para o produto acabado exposto e nao exposto foram 0,13 a 4,35 pg/mL de
fenilefrina, também é importante salientar que no produto acabado exposto ha a presenca de
N-(succinil) fenilefrina. O fato de o produto acabado possuir uma dosagem muito alta de
paracetamol impossibilitou a realizagdo do teste na mesma concentracdo da mistura binaria.

As misturas de cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina ndo expostos foram
preparadas nas proporgoes (1:1). Da mesma forma as misturas expostas foram preparadas
nessa proporgao.

5.2.3 Testes in vitro

A linhagem celular de glioblastoma C6 de passagem tardia foi obtida da American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). J& as linhagens celulares VERO (renal sadia)
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e Hep-G2 (hepatocarcinoma) foram adquiridas do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ).
A linhagem C6 cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) low suplementada
com 5% de soro fetal bovino (SFB). As linhagens VERO e Hep-G2 foram cultivadas com
DMEM high e suplementadas com 10% de SFB. Todos os meios de cultivo foram
suplementados com 0,1% de anfotericina B (250 pg/mL) e 1% de penicilina (100
U/mL)/estreptomicina (10 mg/mL). As células foram mantidas em incubadora de CO-
(Panasonic Healthcare Co., COM-170 AIC, EUA) com umidade relativa de 95% e 5% de CO..

Células em crescimento exponencial foram retiradas das garrafas de cultura usando
0,05% de tripsina/ etilenodiaminatetracético (EDTA) e semeadas em placas de cultura na
densidade celular padronizada neste trabalho. Ap6s 24 h de incubag¢do o meio foi retirado e

as células foram submetidas as condi¢des experimentais de tratamento.

5.2.4 Preparacao das solugoes e determinacao da viabilidade celular

Todos os compostos foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) e meio de
cultura produzindo uma concentracao final de DMSO de 0,5%. As células da linhagem C6
astroglial, VERO e Hep-G2 (2,0 x10* células/poco) foram semeadas em placas de 96 pogos
e incubadas por 24 h. Ap6s esse periodo, as células foram submetidas ao contato com as
amostras, nas concentragdes entre 50-500 uM por um periodo de 24 h. A viabilidade celular
foi verificada pelo ensaio de brometo de mietiltiazolildifenil-tetrazélio (MTT). Foi utilizado o
controle contendo apenas o meio de cultura e o controle do veiculo (DMSO a 0,5% em meio
de cultura). Para determinacdo da concentragao citotoxica para 50 % das células (ICso) de
cada composto testado foi utilizada analise de regressao nao linear com auxilio do software
GraphPad Prism 7.0.

5.2.5 Ensaio de Reducao de sais tetrazolio (MTT)

A viabilidade das células foi avaliada em placas de 96 pocos, apés um periodo de
24 h de incubagéao, sendo o0 meio de cultura retirado e, em seguida, adicionado 100 uL de 0,5
mg/mL de MTT a cada poco. As placas foram incubadas por 1 h a 37 °C, o MTT foi removido
e o produto formado foi lido em 570 e 630 nm em espectrofotdbmetro de microplacas
(Spectramax 190-Molecular Devices, com software ROM SPECTRAmax M2e versao 2.1.35).
Pelo menos trés experimentos independentes foram realizados em triplicata para cada ensaio
(n = 3). Os resultados foram expressos como a porcentagem de células vidveis em

comparagao com o controle do veiculo (0,5% DMSO).
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5.2.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM), e a
significancia estatistica foi determinada pela Analise de Variancia (ANOVA, p <0,05), seguida
do pos-teste de Dunnett para comparagdes mudltiplas. O programa utilizado para essas

analises foi o GraphPad Prism 7.0.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Validagao Parcial do Método Analitico

Para avaliar se 0 método é adequado para a quantificagdo do produto de degradacgéo
N-(succinil) fenilefrina e do ativo cloridrato de fenilefrina foi realizada uma validacao parcial.
Os testes realizados foram a seletividade, linearidade e preciséo.

Conforme pode ser observado na Figura 7, nos cromatogramas da Solucao Diluente
nao se observaram interferéncias nos tempos de retencdo apresentados pelos ativos no
respectivo comprimento de onda analisado. No cromatograma da amostra de Produto
Acabado, os tempos de retencdo dos ativos foram semelhantes aos encontrados para as
respectivas substancias isoladas. O Produto de degradagao N-(succinil) fenilefrina presente
na amostra de produto acabado evidencia que o mesmo nao interfere na separacao,
identificacdo e quantificacdo dos ativos. Deste modo, o método apresenta-se seletivo para
identificagcao dos ativos no produto acabado a partir da comparagao dos tempos de retengéo

dos ativos no cromatograma da amostra com o das substancias isoladas.
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Figura 7 - Cromatogramas obtidos no teste de seletividade (sobrepostos).
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Os indices de pureza de pico do ativo fenilefrina e do produto de degradagao N-(succinil)
fenilefrina obtidos foram de 1,00, caracterizando que 0s picos estao puros.

O indice de correlagao encontrado para a curva de linearidade foi de 0,99993, portanto
o método pode ser considerado linear para a faixa de concentragao testada.

No teste de repetibilidade encontrou-se uma média no teor do produto de degradagao
de 6,62% com um DPR (%) de 1,23, considerando as seis amostras analisadas no primeiro
dia. O resultado de precisao intermediaria foi de uma média no teor do produto de degradacgao
de 6,65% com um DPR (%) de 1,46 considerando as 12 amostras, seis do primeiro dia mais
as seis do segundo dia. Portanto, de acordo com a analise dos resultados obtidos nos testes
de repetibilidade e de precisédo intermediaria, e em comparagéo com os critérios de aceitacao
mencionados pode-se concluir que o método € preciso para quantificar ao produto de
degradacao N-(succinil) fenilefrina.

5.3.2 Resultados Analiticos

Através dos resultados obtidos na analise das misturas binarias controle e exposta
observamos que houve uma queda no teor de fenilefrina quando relacionado ao controle de
10,37%, gerando a formacao do produto de degradacao N-(succinil) fenilefrina de 10,04%.

As Figuras 8 e 9 representam os cromatogramas obtidos durante a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia das misturas de cloridrato de fenilefrina e maleato de

clorfeniramina controle e exposta.
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Figura 8 - Cromatograma obtido da analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da
amostra da mistura de cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina controle (FCc).
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Figura 9 - Cromatograma obtido da analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da
amostra da mistura de cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina exposta (FCe).

No cromatograma da Figura 8 é possivel observar a presenca apenas dos picos
referentes ao ativo cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina. Ja na Figura 9, além
dos picos mencionados, observa-se o pico do produto de degradacao N-(succinil) fenilefrina,
no tempo de retengdo em torno de 4,8 min, e o pico do acido fumarico (isémero do &cido
maleico), em torno de 4 min. O surgimento do pico do produto de degradacao N-(succinil)
fenilefrina se deve pela incompatibilidade entre os dois ativos quando estes expostos a
temperatura e umidade mencionada anteriormente nesse trabalho.

Através dos resultados analiticos obtidos para o produto acabado controle e exposto foi
possivel observar que houve uma queda no teor de fenilefrina, quando relacionado ao
controle, de 10,5 %, gerando a formacao do produto de degradagao N-(succinil) fenilefrina em
concentracdo de 9,7 %. Também € possivel observar que mesmo o controle ja apresentava
uma pequena quantidade de produto de degradagdo, mesmo ndo exposto, isso se deve
provavelmente por causa da validade do produto ja estar préximo do vencimento e ao possivel
mal armazenamento desse produto.

As Figuras 08 e 09 representam os cromatogramas obtidos durante a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia das amostras de produto acabado controle (FCpac) €
produto acabado exposto (FCrag).
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Figura 10 - Cromatograma obtido da analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da
amostra de produto acabado controle (FCpac).
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Figura 11 - Cromatograma obtido da analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da
amostra de produto acabado exposto (FCpag).

No cromatogramas da Figura 10 é possivel observar a presenca dos picos referentes
aos ativos da formulacao cloridrato de fenilefrina, maleato de clorfeniramina, paracetamol e
um peqgueno pico do produto de degradacao N-(succinil) fenilefrina. Ja na Figura 11, além dos
picos mencionados observa-se o pico do produto de degradagédo N-(succinil) fenilefrina em
tamanho maior no tempo de reten¢cdo em torno de 4,8 min e também ao pico correspondente
ao isbmero do acido maleico, acido fumarico. O crescimento do pico do produto de
degradagao N-(succinil) fenilefrina se deve a exposicdo dos ativos incompativeis a
degradagao forgada térmica umida.

O método utilizado se mostrou adequado para o objetivo proposto que foi quantificar a
degradacdo do ativo cloridrato de fenilefrina e caracterizar a formagéo do seu produto de
degradacao N-(succinil) fenilefrina.
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5.3.3 Testes in vitro

5.3.3.1 Avaliacao da citotoxicidade em linhagem celular VERO

Na Figura 12 sdo apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apés
exposicao de 24 h da linhagem celular VERO ao cloridrato de fenilefrina, ao maleato de
clorfeniramina e ao paracetamol isolados.

O IC50 obtido para cada substancia esta descrito na Tabela 3.
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Figura 12 - Curva de viabilidade celular apés tratamento com cloridrato de fenilefrina, maleato
de clorfeniramina e paracetamol isolados ap6s 24 h de exposi¢cdo em linhagem celular VERO.

Tabela 3- IC50 do paracetamol, cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina em
linhagem celular VERO.

Substéancia IC 50 pg/mL £ EPM*
Paracetamol >75,6 ug/mL
Fenilefrina >83,6 pg/mL
Clorfeniramina 107,6 = 4,7 yug/mL

*Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média

Os resultados mostram que o ativo paracetamol possui IC 50 maior que 75,6 pg/mL, o
cloridrato de fenilefrina possui IC 50 maior do que 83,6 pg/mL, concentragdes maximas
testadas para estes ativos. Contudo, ao avaliar a citotoxicidade do ativo maleato de
clorfeniramina observou-se uma diminuicdo na viabilidade celular a partir da concentracéao

107,6 £ 4,7 ug/mL, sendo que a concentragdo maxima testada para ele foi de 137,39 ug/mL.
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Estes resultados serdo muito importantes para avaliar a interferéncia desses ativos nas
misturas que serao testadas subsequentemente.

Na Figura 13 sao apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apos
exposicao de 24 h da linhagem celular VERO a mistura binaria de cloridrato de fenilefrina e
maleato de clorfeniramina controle (FCc) e mistura binaria de cloridrato de fenilefrina e
maleato de clorfeniramina exposto (FCe).
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Figura 13 - Curva de viabilidade celular apds tratamento com misturas binérias de cloridrato
de fenilefrina e maleato de clorfeniramina controle (FCc) e cloridrato de fenilefrina e maleato
de clorfeniramina exposto (FCe) apds 24 h de exposigao em linhagem celular VERO.

Na Figura 14 sao apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apos
exposicao de 24 h da linhagem celular VERO ao Produto Acabado Controle (FCpac) € ao
Produto Acabado Exposto (FCpak).
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Figura 14 - Curva de viabilidade celular apds tratamento com a mistura Produto Acabado
Controle (FCpac) e ao Produto Acabado Exposto (FCrag) apds 24 h de exposicdo em linhagem
celular VERO.
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O IC50 obtido para as misturas e o produto acabado esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4- IC50 das misturas binarias Controle (FCc) e Exposta (FCe) e para o Produto
Acabado Controle (FCPAC) e Exposto (FCPAE) em linhagem celular VERO.
Amostra IC 50 ug/mL + EPM*
Fenil+Clor Controle (FCc) 125,0 £ 5 pg/mL
104,0 = 12 pg/mL (fenilefrina)
26,0 + 3 pg/mL (N-(succinil) fenilefrina)
Produto Acabado Controle (FCpac) > 4,2 ug/mL
> 3,9 pg/mL (fenilefrina)
> 0,44 pg/mL (N-(succinil fenilefrina)

Fenil+Clor Exposto (FCe)**

Produto Acabado Exposto (FCpag)***

*Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média
** A mistura contém 10,0% de N-(succinil) fenilefrina.
*** A mistura contém 9,7% de N-(succinil) fenilefrina.

Os experimentos realizados comparando os valores de IC50 das misturas binérias de
cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina controle e expostas foi encontrado um
valor de p>0,05 demonstrando que estatisticamente ndo ha diferenca significativa nos
resultados de citotoxicidade para as células da linhagem VERO. Isso nos remete a conclusao
de que a impureza N-(succinil) fenilefrina quando na concentragédo de até 10,0% de fenilefrina
da formulacao nao possui toxicidade para essa linhagem de células na concentragao testada.
Da mesma forma, pode-se concluir para o produto acabado controle e exposto, uma vez que
qguando comparados os valores de IC 50 para as duas amostras foi encontrado, da mesma
forma, um p>0,05 indicando que ndo houve diminuigdo significativa na viabilidade celular
relacionando o exposto ao controle. Portanto, a impureza presente no produto acabado
exposto na concentracao de 9,7% relacionada a dose de fenilefrina no produto, tampouco
apresentou indicios de citotoxicidade para a linhagem de células VERO.

N&ao existem estudos na literatura mostrando a citotoxicidade da impureza N-(succinil)
fenilefrina in vitro em linhagens de origem renal. Os resultados apresentados neste trabalho
apontam que a impureza ndo possui toxicidade nas concentragdes avaliadas na linhagem
celular VERO.

5.3.3.2 Avaliacao da citotoxicidade em linhagem celular C6 astroglial

Na Figura 15 sdo apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apés
exposicao de 24 h da linhagem celular C6 astroglial ao cloridrato de fenilefrina, ao maleato de

clorfeniramina e ao paracetamol isolados.
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Figura 15 - Curva de viabilidade celular apés tratamento com cloridrato de fenilefrina, maleato
de clorfeniramina e paracetamol isolados apds 24 h de exposicao em linhagem celular C6
astroglial.

O IC50 obtido para cada substancia esta descrito na Tabela 5.

Tabela 5- IC50 do paracetamol, cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina em
linhagem celular C6 astroglial.

Substancia IC 50 pg/mL £ EPM*
Paracetamol >75,6 pug/mL
Fenilefrina >83,6 pug/mL
Clorfeniramina > 137,4 pg/mL

*Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média

Os resultados dos experimentos demonstram que ambos os ativos ndo exerceram um

efeito citotdxico nas células C6 astrogliais nas concentragdes testadas.

Na Figura 16 sdo apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apés
exposicdo de 24 h da linhagem celular C6 astroglial a mistura binaria de cloridrato de
fenilefrina e maleato de clorfeniramina controle (FCc) e mistura binaria de cloridrato de
fenilefrina e maleato de clorfeniramina exposto (FCe).
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Figura 16 - Curva de viabilidade celular apés tratamento com mistura binéria de cloridrato de
fenilefrina e maleato de clorfeniramina controle (FCc) e mistura binaria de cloridrato de
fenilefrina e maleato de clorfeniramina exposto (FCe) apo6s 24 h de exposi¢cdo em linhagem
celular C6 astroglial.

Na Figura 17 sao apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apos
exposicao de 24 h da linhagem celular C6 astroglial ao Produto Acabado Controle (FCpac) €
ao Produto Acabado Exposto (FCrag).
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Figura 17 -Curva de viabilidade celular ap6s tratamento com a mistura FCPAC e FCPAE apés
24 h de exposicao em linhagem celular C6 astroglial.

O IC50 obtido para as misturas e o produto acabado esta descrito na Tabela 6.
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Tabela 6- IC50 das misturas FCc e FCe e do produto acabado controle (FCpac) € Exposto
(FCpag) em linhagem celular C6 astroglial.
Amostra IC 50 pg/mL + EPM*
Fenil+Clor Controle (FCc) > 250,0 pg/mL (fenilefrina)
> 200,0 pg/mL (fenilefrina)
> 50,0 pg/mL (N-(succinil) fenilefrina)
Produto Acabado Controle (FCpac) > 4,2 yg/mL (fenilefrina)
> 3,9 pg/mL (fenilefrina)
> 0,44 pg/mL (N-(succinil) fenilefrina)

Fenil+Clor Exposto (FCe)**

Produto Acabado Exposto (FCpag)***

*Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média
** A mistura contém 10,0% de N-(succinil) fenilefrina.
*** A mistura contém 9,7% de N-(succinil) fenilefrina.

Na linhagem celular C6 astroglial as amostras, nas concentracées testadas, podem-se
observar que nao houve reducéo significativa na viabilidade celular, quando comparado com
as amostras controles (p >0,05). As misturas e o produto acabado mesmo na presenca da
impureza N-(succinil) fenilefrina na concentragdo em torno de 10% mostrou ndo haver
toxicidade, pois as amostras controles e expostas apresentaram o mesmo resultado. Estes
resultados mostram que a impureza N-(succinil) fenilefrina mesmo na presenca da sua matriz
nao é danosa para o sistema neuronal. As observacdes indicam que a misturas testadas néo
possuem interacdo nas células astrogliais.

Na literatura nao foram encontrados estudos anteriormente realizados com a molécula
N-(succinil) fenilefrina em células C6 astrogliais. Nem mesmo foram encontrados estudos com
os demais ativos da formulagao testados.

5.3.3.3 Avaliacao da citotoxicidade em linhagem celular HepG2

Na Figura 18 sao apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apos
exposicao de 24 h da linhagem celular HepG2 ao cloridrato de fenilefrina, ao maleato de

clorfeniramina e ao paracetamol isolados.

53



120+ 4

Q ool o * —— Clorfeniramina
‘g —— Fenilefrina
S 801 -o- Paracetamol
8
o 60
©
©
2 401
%
S 20
0 T T T 1
1.0 15 2.0 25 3.0

Concentracgao (log)

Figura 18 - Curva de viabilidade celular apds tratamento com cloridrato de fenilefrina, maleato
de clorfeniramina e paracetamol isolados apds 24 h de exposi¢do em linhagem celular HepG2.

O IC50 obtido para cada substancia esta descrito na Tabela 7.

Tabela 7- IC50 do paracetamol, cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina em
linhagem celular HepG2.

Substéancia IC 50 pg/mL £ EPM*
Paracetamol >75,6 ug/mL
Fenilefrina >83,6 pg/mL
Clorfeniramina 50,3 + 1,4 pg/mL

*Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média

Os resultados mostram que os ativos paracetamol e cloridrato de fenilefrina possuem
IC 50 maior do que as concentragdes testadas. Ao avaliar a citotoxicidade do ativo maleato
de clorfeniramina observou-se uma diminuigdo na viabilidade celular significativa, a partir da
concentracao de 50,3 = 1,4 ug/mL, a concentragdo maxima testada foi de 137,5 ug/mL. O
objetivo do estudo n&o é avaliar a toxicidade do ativo maleato de clorfeniramina, porém esse
resultado é muito importante para verificar a interferéncia desse ativo nos demais testes.

Na Figura 19 sdo apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apés
exposicao de 24 h da linhagem celular HepG2 a mistura binaria de cloridrato de fenilefrina e
maleato de clorfeniramina controle (FCc) e mistura binaria de cloridrato de fenilefrina e
maleato de clorfeniramina exposto (FCe).
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Figura 19 - Curva de viabilidade celular apés tratamento com misturas binérias de cloridrato
de fenilefrina e maleato de clorfeniramina controle (FCc) e cloridrato de fenilefrina e maleato
de clorfeniramina exposto (FCe) 24 h de exposi¢cdo em linhagem celular HepG2.

Na Figura 20 sdo apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apos
exposicao de 24 h da linhagem celular HepG2 ao Produto Acabado Controle (FCpac) € ao

Produto Acabado Exposto (FCpak).
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Figura 20 - Curva de viabilidade celular apds tratamento com o produto acabado FCeac €
FCrae apds 24 h de exposicao em linhagem celular HepG2.

O IC50 obtido para cada mistura o produto acabado esta descrito na Tabela 8.
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Tabela 8- IC50 das misturas FCc e FCe e do produto acabado controle (FCpac) € Exposto
(FCpag) em linhagem celular HepG2.
Amostra IC 50 ug/mL + EPM*
Fenil+Clor Controle (FCc) 70,0 £ 5 pg/mL fenilefrina
100,0 = 4 pg/mL (fenilefrina)

25,0 = 1 pg/mL N-(succinil) fenilefrina
Produto Acabado Controle (FCpac) > 4,20 ug/mL

> 3,92 pg/mL (fenilefrina)
> 0,435 pg/mL (N-(succinil) fenilefrina

Fenil+Clor Exposto (FCe)**

Produto Acabado Exposto (FCpag)***

*Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média
** A mistura contém 10,0% de N-(succinil) fenilefrina.
**% A mistura contém 9,7% de N-(succinil) fenilefrina.

Na linhagem celular HepG2, as misturas binarias de cloridrato de fenilefrina e maleato
de clorfeniramina apresentaram um resultado um pouco diferente do esperado, uma vez que
o IC 50 do controle foi de uma concentracéo equivalente de 70,0 ug/mL de cloridrato de
fenilefrina e de maleato de clorfeniramina, ou seja, mais baixo do que o IC 50 da mistura
exposta que continha aproximadamente 100,0 pg/mL de cloridrato de fenilefrina, 25,0 pg/mL
N-(succinil) fenilefrina e 125,0 ug/mL de maleato de clorfeniramina. Quando observamos o
resultado obtido para as substancias isoladas verificamos que a clorfeniramina apresentou
um IC 50 de 50,0 ug/mL, menor do que o obtido na mistura. Isso permite que seja inferido que
a fenilefrina presente na mistura que isoladamente apresentou um IC 50 maior do que 83,6
pg/mL tenha de alguma forma neutralizado um pouco os efeitos citotoxicos da clorfeniramina.
Ao mesmo tempo, verificamos que a presenca da fenilefrina mais o produto de degradagéo
N-(succinil) fenilefrina na mistura binaria exposta foi ainda mais benéfica, aumentando o IC
50 para ambas as substancias. Como mencionado anteriormente, o intuito desse trabalho ndo
€ medir o quanto os ativos conhecidos sao toxicos e sim o seu produto de degradacéo. Os
resultados aqui demonstrados, apesar de apresentarem um p<0,05, entende-se que o
resultado é positivo quando se quer avaliar a citotoxicidade da N-(succinil) fenilefrina, ja que
quando ela estava presente na amostra a viabilidade celular aumentou significativamente de
maneira positiva.

Para o produto acabado o valor de p>0,05 encontrado quando comparamos o IC 50 do
controle com a amostra exposta. O que significa que mesmo na presenga da impureza N-
(succinil) fenilefrina mostrou néo ter toxicidade relevante quando comparada com o controle.
Entende-se que nessas amostras a citotoxicidade apresentada pela clorfeniramina nao foi
expressada devido a concentracdo testada ter sido muito mais baixa do que nas demais
amostras. A concentracdo no produto acabado foi diferente, pois a formulagdo possui uma
proporcao de ativo muito diferentes, enquanto em um peso médio (460,0 mg) ha 400 mg de

paracetamol, existe apenas 4 mg de cloridrato de fenilefrina e de maleato de clorfeniramina.
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N&ao existem estudos na literatura mostrando a citotoxicidade da impureza N-(succinil)
fenilefrina in vitro em linhagens de origem hepatica. Os resultados apresentados neste
trabalho apontam que a impureza ndo possui toxicidade nas concentragbes avaliadas na
linhagem celular HepG2.

5.4. CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados neste estudo inédito foi possivel verificar que a
molécula N-(succinil) fenilefrina ndo apresentou citotoxicidade, nas concentragdes testadas,
para as linhagens celulares VERO, C6 astroglial e HepG2 nas misturas binérias, nem mesmo
quando presente na formulacdo final. Esse estudo traz uma informacao importante de
seguranga no uso de medicamentos antigripais de venda livre que muitas vezes sao utilizados
de maneira exacerbada pela populagdo leiga. Dessa forma, o usuario que sem o
conhecimento ingerir essa substancia ndo tera a sua salde prejudicada ficando provado que
a substancia nao possui efeito tdxico sistémico.
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6. CAPITULO 2 - Avaliacio do Potencial Toxicolégico da N-(formil)
desloratadina in vitro em linhagens celulares C6 astroglial, VERO e HepG2.

Nota 2: Artigo a ser submetido ao periédico Journal of Analytical Toxicology.

6.1. INTRODUCAO

A desloratadina é um dos muitos farmacos que possuem amina secundaria em sua
estrutura molecular (LI, 2012). Na literatura, existem muitas informacbes sobre a
incompatibilidade de farmacos contendo grupamento amino primario ou secundario quando
associados com agucares redutores ou outros aditivos que contenham o grupo carbonila,
denominada Reacdo de Maillard (MATOS, 2013; NARANG, 2015). Os comprimidos de
desloratadina na maioria das vezes possuem agucares redutores na sua composi¢dao, como
€ o0 caso da lactose. Por sua vez, essas formulagées costumam apresentar uma impureza N-
(formil) desloratadina relatado como o principal produto de degradacdo desse farmaco
(KHAPRA, 2005). Estudos de toxicidade dessa impureza nao foram encontrados na literatura.
Portanto, é imprescindivel que se invista em estudos que possam afirmar a seguranga ou nao

da ingestao dessa impureza pelos usuarios de antialérgico.

Por isso, objetivo principal desse trabalho € testar a citotoxicidade do produto de
degradacado N-(formil) desloratadina ou Composto Relacionado F (USP, 2019). Para os
experimentos serdo utilizadas a matéria prima desloratadina, o excipiente lactose e o produto
acabado. Esses materiais foram adquiridos no mercado ou por doacéo. O produto acabado
que sera testado é composto de 5 mg de desloratadina mais os excipientes da formulagéo por

comprimido.

Inicialmente serédo realizados os testes de toxicidade com a matéria primas isolada com
o objetivo de descartar qualquer interferéncia nos testes com o produto de degradacao. Para
a obtengdo da impureza, as misturas binarias desloratadina e lactose (1:1) e o produto
acabado serao expostos durante dez dias a temperatura de 60 °C e umidade aproximada de
75% de UR. Ap0s a exposicao as amostras expostas, assim como as amostras controles (néo
expostas) serdo submetidas a analise por CLAE-DAD para verificar a queda de desloratadina
nas amostras expostas frente as amostras controles, assim como quantificar o produto de

degradacédo formado nas amostras expostas.

A metodologia analitica utilizada serd o método de substancias relatadas da
farmacopeia americana (USP 42, 2019). Com o intuito de atestar a seletividade do método
ao qual ele se propde, sera realizada a avaliagdo da pureza de pico do ativo desloratadina e
do produto de degradacgao N-(formil) desloratadina.
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Os testes de citotoxicidade serdo realizados em linhagens celulares, os tipos celulares
escolhidos foram as células VERO, C6 astroglial e HepG2. Com o passar dos anos, 0 nimero
de animais utilizados na ciéncia aumentou com o avango do desenvolvimento e pesquisa em
tecnologia médica. Todos os anos, milhdes de animais experimentais sdo usados em todo o
mundo. Contudo, com o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, aliado as crescentes
preocupagoes relacionadas ao campo da bioética, impde cada vez mais a busca por métodos
alternativos ao uso de animais para a avaliacdo de toxicidade de substancias quimicas. Por
isso, varias alternativas ao teste em animais foram propostas para superar as desvantagens
associadas a experimentos com animais e evitar procedimentos antiéticos. Nesse contexto, a
cultura de células tornou-se o principal modelo alternativo de avaliacao toxicologica,
especialmente com o aumento do rigor para o uso de animais imposto pelas Comissdes de
Etica de Uso de Animais em Pesquisa (CEUA) (DOKE, 2013; ALVES; GUIMARAES, 2014).

De modo geral, existem dois tipos de cultivo celular. O cultivo primario, que ocorre a
partir do crescimento de células provenientes de fragmentos de tecido, normal ou tumoral, de
origem humana ou animal. Essas células possuem as caracteristicas do tecido de origem e
podem crescer em cultura por um determinado periodo. Ja as culturas de linhagens celulares
sao células que ainda guardam caracteristicas do tecido de origem, porém possuem alta
proliferagdo, uma vez que passaram pelo processo de imortalizagdo celular (ALVES;
GUIMARAES, 2014). Algumas células podem perder as caracteristicas genéticas e
fenotipicas do tecido de origem quando submetidas a muitas passagens em cultura in vitro
(BRAGANHOL et al., 2009).

As células gliais C6 sao uma linhagem celular astroglial proveniente de ratos
amplamente utilizada para avaliar a toxicidade de medicamentos in vitro (BERNARDI, 2008;
EL-BACHA, 2001; DUAN, 2013). Nao existem relatos de avaliacao da citotoxicidade do N-
(formil) desloratadina nesta linhagem, e nem mesmo da molécula de desloratadina.

A linhagem celular VERO € uma linhagem de células fibroblasticas aderentes, oriundas
de rim de macaco-verde africano (Cercopithecus aethiops). Elas sdo homologas células do
corpo humano, sé@o facilmente cultivadas e ja bem estabelecidas na literatura como uma
importante ferramenta para avaliagdo de nefrotoxicidade in vitro (FRANCA et al., 2014;
PEROPADRE et al., 2011, LIAO, 2010, FREIRE, 2005.). Nao ha relatos na literatura da
determinacao da toxicidade da substancia N-(formil) desloratadina, nem como do ativo
desloratadina.

A HepG2 é uma linhagem celular de hepatoma humano amplamente utilizadas em
estudos in vitro como alternativa ao uso da cultura primaria de hepatécitos (DONATO,
TOLOSA, 2015). Essas células sdo altamente diferenciadas, mas exibem muitas das
caracteristicas genotipicas de células hepaticas normais. Sendo assim, a linhagem HepG2
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pode ser utilizada para triagem da hepatotoxicidade de drogas (GERETS et al., 2012). As
células HepG2 possuem baixos niveis de expressao basal do complexo enzimatico citocromo
P450 (CYP), no entanto, alguns estudos mostram que as células HepG2 podem ser induzidas
a expressar as isoformas CYP1A2, CYP2B6 e CYP3A4 de forma semelhante a hepatécitos
humanos (CHOI et al., 2015; DONATO, TOLOSA, 2015; GERETS et al., 2012).

Dentro deste contexto e a impossibilidade de avaliarmos o produto de degradagao
isolado, a proposta principal deste estudo é avaliar a citotoxicidade induzida pela mistura de
desloratadina e lactose apds a exposicao, contendo o produto de degradacado N-(formil)
desloratadina e a forma farmacéutica mais comum encontrada no mercado brasileiro
contendo toda a mistura mais o produto de degradacgéao nas linhagens celulares VERO, C6
astroglial e HepG2.

6.2. MATERIAL E METODOS

6.2.1 Materiais

A N-(formil) deloratadina (Fabricante: USP, Lote: R082UO0, Teor: 99,0%) foi usada como
um padrao de referéncia para a quantificagdo. A matéria prima desloratadina (Fabricante:
CADILA HELTHCARE, india, Lote: DLK9ATP02A, Teor: 99,7%) também foi utilizada nos
testes e o excipiente lactose. Acetonitrila grau CLAE (MERCK, Darmstadt, Alemanha),
Metanol grau CLAE (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil), fosfato de potassio dibasico (SYNTH,
S&o Paulo, Brasil) e acido fosférico (MERCK, Darmstadt, Alemanha). A agua ultrapura foi
obtida usando sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

6.2.2 Métodos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica muito utilizada para a
quantificacdo desse tipo de analito. A técnica permite a separacao de diversos compostos
presentes em uma amostra e possibilita a identificacdo e quantificacdo de todos os
compostos. Para a quantificacao do produto de degradacao formado N-(formil) desloratadina
foi utilizado a metodologia analitica descrita na monografia da farmacopeia americana USP
42 (2019) “Desloratadine Tablets”. O método descrito é capaz de quantificar o produto de
degradacao N-(formil) desloratadina frente aos demais componentes da formulacao.

Para quantificacao da desloratadina foi preparada uma solu¢ao padrao na concentragao
de 0,2 mg/mL enquanto que a solucao padrao de N-(formil) desloratadina para quantificacao
dos produtos de degradacao foi preparada na concentragao de 0,002 mg/mL, equivalente a
1% da concentragdo da amostra, conforme traz o método farmacopeico. As solu¢cdes amostra
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foram preparadas na concentracao final de 0,2 mg/mL de desloratadina. Todas as solugbes
foram preparadas utilizando diluente agua purificada e metanol (10:90).

Tabela 9- Condigbes cromatograficas para o método analitico de quantificagao do produto de
degradacgéo N-(formil) desloratadina.

Método: Adaptado de USP 42 (2019).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia do fabricante Shimadzu
com detector de arranjo de Diodos (DAD) (SPD-M10A), bomba
quaternaria (LC-20AT), injetor automatico (SIL-20A), forno para
coluna (CTO-20A) e controlador (DGU-20A).

Sistema Cromatogréfico:

Coluna: BDS Hypersil C8 150 X 4,6 mm 3,0um — Thermo
Deteccao: 241 nm

Canal A: 4,35g de fosfato de potassio dibasico pH 3,2
Fase Movel: Canal B: Acetonitrila

Canal C: Metanol
Tempo Fase Movel A Acetonitrila B Metanol C

(min) (%) (%) (%)
0— 12,0 70,0 15,0 15,0

Sistema Gradiente ou 12,0 -30,0 70,0 -40,0 15,0—30,0 15,0~ 30,0
propor¢ao de fase mével: | 30,0 — 45,0 40,0 30,0 30,0

45,0—-47,0 40,0—-70,0 30,0150 30,0—15,0

47,0 — 55,0 70,0 15,0 15,0
Diluente: Agua purificada: Metanol (10:90)
Fluxo (mL/min): 1,0 mL/min
Volume de Injecao: 20 pL

Temperatura de Coluna: |35 °C

Tempo de corrida: 55 min

A pureza de pico sera verificada para comprovar a nao interferéncia de outros
compostos nos picos da desloratadina e do produto de degradacéo N-(formil) desloratadina.

Para os testes in vitro com a desloratadina foram testadas as concentracbes de 0 a 50
pg/mL nos trés tipos de linhagem celular. Para as misturas binérias contendo a desloratadina
e a lactose controle e exposto, assim como para o produto acabado a faixa de concentragéo
testada foi, respectivamente, as concentragdes equivalentes de desloratadina de 0 a 50
pg/mL.

As misturas de desloratadina e lactose nao expostas foram preparadas nas proporgoes
(1:1). Da mesma forma as misturas expostas foram preparadas nessa proporgao.
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No produto acabado, foi exposto o equivalente a um peso médio da formulagao
contendo 5 mg de desloratadina e demais componentes da formulagdo que nao sao
conhecidas as quantidades, dentre eles a lactose.

6.2.3 Cultivo celular

A linhagem celular de C6 astroglial de passagem tardia foi obtida da American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Ja as linhagens celulares VERO (renal sadia) e
Hep-G2 (hepatocarcinoma) foram adquiridas do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ).
A linhagem C6 cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) low suplementada
com 5% de soro fetal bovino (SFB). As linhagens VERO e Hep-G2 foram cultivadas com
DMEM high e suplementadas com 10% de SFB. Todos os meios de cultivo foram
suplementados com 0,1% de anfotericina B (250 pg/ml) e 1% de penicilina (100
U/ml)/estreptomicina (10 mg/ml). As células foram mantidas em incubadora de CO:
(Panasonic Healthcare Co., EUA) com umidade relativa de 95% e 5% de COs..
Células em crescimento exponencial foram retiradas das garrafas de cultura usando
0,05% de tripsina/acido edético (EDTA) e semeadas em placas na densidade celular
padronizada neste trabalho. Apds 24 h de incubacdo o meio foi retirado e as células foram
submetidas as condi¢des experimentais de tratamento.

6.2.4 Preparacao das solucoes e determinacao da viabilidade celular

Todos os compostos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSQO), HCI 2M e meio
de cultura produzindo uma concentragéao final de DMSO de 0,33% e HCI 2M 0,16%. As células
da linhagem C6 astroglial, VERO e Hep-G2 (2x10* células/pogo) foram semeadas em placas
de 96 pogos e incubadas por 24 h. ApGs esse periodo, as células foram submetidas ao contato
com as amostras por um periodo de 24 h. A viabilidade celular foi verificada pelo ensaio de
brometo de metiltiazolildifenil-tetrazélio (MTT). Foi utilizado o controle contendo apenas o
meio de cultura e o controle do veiculo (0,33% DMSO+0,16% de HCI 2M em meio de cultura).
Para determinagéo da concentracao citotdxica para 50 % das células (ICso) de cada composto
testado foi utilizada andlise de regressao nao linear com auxilio do software GraphPad Prism
7.0.

6.2.5 Ensaio de Reducao de sais tetrazolio (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada em placas de 96 pocos, apdés um periodo de 24 h
de incubagéo, sendo o meio de cultura retirado e, em seguida, adicionado 100 uL de 0,5
mg/mL de MTT a cada pocgo. As placas foram incubadas por 1 h a 37 °C, o MTT foi removido
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e o0 produto formado foi lido em 570 e 630 nm em espectrofotbmetro de microplacas
(Spectramax 190- Molecular Devices, com software ROMTRAmax M2e versao 2.1.35). Pelo
menos trés experimentos independentes foram realizados em triplicata para cada ensaio (n =
3). Os resultados foram expressos como a porcentagem de células viaveis em comparagao
com o controle do veiculo (0,33% DMSO0+0,16% de HCI 2M).

6.2.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM), e a
significancia estatistica foi determinada pela Andlise de Variancia (ANOVA, p <0,05), seguida
do pés-teste de Dunnett para comparagdes multiplas. O programa utilizado para essas
andlises foi o GraphPad Prism 7.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Seletividade do Método Analitico

Foi avaliada a seletividade do método através da pureza de pico dos componentes de
interesse, a desloratadina e a N-(formil) desloratadina. Os indices de pureza obtidos foram de
1,00 indicando que os picos estdo puros.

6.3.2 Resultados Analiticos

Através dos resultados obtidos na analise das misturas binarias controle e exposta
concluimos que houve uma queda no teor de desloratadina quando relacionado ao controle
de 4,61% na mistura binaria exposta, gerando a formagao do produto de degradacdo N-
(formil) desloratadina de 3,23 %.

A Figura 21 demonstra o cromatograma obtido para o padrao diluido utilizado para o
calculo das impurezas. As Figuras 22 e 23 representam os cromatogramas obtidos durante a
andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia das misturas de desloratadina e lactose
controle e exposta.
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Figura 21 - Cromatograma obtido da analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da
solugao padrao diluido (0,002 mg/mL) para calculo dos produtos de degradagéo.
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Figura 22 - Cromatograma obtido da andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da
amostra da mistura de desloratadina e lactose (0,2 mg/mL) controle (DLc).
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Figura 23 - Cromatograma obtido da andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da
amostra da mistura de desloratadina e lactose (0,2 mg/mL) exposta (DLe).

No cromatogramas da Figura 21 é possivel observar a presenca apenas dos picos
referentes ao ativo desloratadina e ao padrao de N-(formil) desloratadina nas concentracoes
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mais baixas de 0,002 mg/mL. J& na Figura 22 apenas observa-se o0 pico referente a
desloratadina, ja que a lactose nao tem absorgdo no comprimento de onda da andlise. Na
Figura 23 se observa, além da desloratadina, o pico do produto de degradagado N-(formil)
desloratadina no mesmo tempo de retengao do seu respectivo padrao, em torno de 27 min. O
surgimento do pico do produto de degradagdo N-(formil) desloratadina se deve pela
incompatibilidade entre o ativo desloratadina e o excipiente lactose que quando estes sao
expostos a temperatura e umidade, mencionada anteriormente nesse trabalho, formam a
substancia N-(formil) desloratadina.

Com os resultados obtidos para o produto acabado controle e exposto é possivel
verificar que houve uma queda no teor de desloratadina quando relacionado ao controle de
14,4 %, gerando a formac&o do produto de degradagdo N-(formil) desloratadina de 3,0 %. E
possivel observar que no produto acabado a queda da concentracao da desloratadina € muito
mais pronunciada quando comparada com a queda dela (4,6%) na mistura binaria. Contudo
a formacao do produto de degradacao N-(formil) desloratadina, que é o objetivo desse estudo,
continuou praticamente a mesma. Observou-se a formacao de um produto de degradacgéao
desconhecido de aproximadamente 10% de concentragdo em relagéo ao ativo desloratadina.

As Figuras 24 e 25 representam os cromatogramas obtidos durante a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia das amostras de produto acabado controle (DLpac) €
produto acabado exposto (DLpag).
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Figura 24 - Cromatograma obtido da analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da
amostra de produto acabado controle (0,2 mg/mL de desloratadina) (DLpac).
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Figura 25 - Cromatograma obtido da andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da
amostra de produto acabado exposto (0,2 mg/mL de desloratadina) (DLpag).

No cromatogramas da Figura 24 é possivel observar apenas a presenca do pico
referente ao ativo da formulagdo desloratadina. Contudo na Figura 25, além do pico
mencionado observa-se o pico do produto de degradacao N-(formil) desloratadina no tempo
de retengdo em torno de 27 min A formagéo do pico do produto de degradagao N-(formil)
desloratadina se deve a exposicdo do ativo com o excipiente incompativel a degradacgéao
forgcada térmica umida. Como também, se observa um produto de degradagéao desconhecido
no tempo de reten¢do em torno de 16 min.

O método utilizado se mostrou suficiente para o objetivo proposto que foi quantificar a
degradacdo do ativo desloratadina e a formagao do seu produto de degradagéo N-(formil)
desloratadina. Portanto, os resultados obtidos foram satisfatorios.

6.3.3 Testes in vitro

6.3.3.1 Avaliacao da citotoxicidade em linhagem celular VERO

Na Figura 26 sdo apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apés
exposicao de 24 h da linhagem celular VERO a desloratadina.
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Figura 26- Curva de viabilidade celular apds tratamento com desloratadina isolada ap6s 24 h
de exposicdo em linhagem celular VERO.

Na Figura 27 sao apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apos
exposicao de 24 h da linhagem celular VERO a mistura binaria de desloratadina e lactose
Controle (DLc) e mistura binaria de desloratadina e lactose Exposto (DLe).
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Figura 27 - Curva de viabilidade celular apos tratamento com a mistura desloratadina + lactose
controle (DLc) e desloratadina + lactose exposta (DLe) ap6s 24 h de exposi¢cdo em linhagem
celular VERO.

Na Figura 28 sao apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apés
exposicao de 24 h da linhagem celular VERO ao Produto Acabado Controle (DLpa) € ao
Produto Acabado Exposto (DLpae).
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Figura 28- Curva de viabilidade celular apés tratamento com o produto acabado controle
(DLpac) e com o produto acabado exposto (DLpae) apds 24 h de exposicdo em linhagem
celular VERO.

O IC50 obtido para as misturas e o produto acabado esta descrito na Tabela 10.

Tabela 10- IC50 da desloratadina isolada, das misturas binarias Controle (DLpac) e Exposta
(DLpae) e para o produto acabado controle (DLpac) e exposto (DLpae) em linhagem celular
VERO.

Amostra IC 50 pg/mL + EPM*
8,70 + 0,43 pg/mL (desloratadina)
7,50 + 2,00 pg/mL (desloratadina)
11,20 £ 0,97pg/mL (desloratadina)
0,35+ 0,03 pg/mL (N-(formil) desloratadina)
11,30 £ 0,18 ug/mL (desloratadina)
11,00 £ 0,83 pg/mL (desloratadina)
0,34+ 0,02 pg/mL (N-(formil) desloratadina)
*Os resultados foram expressos em média * erro padrdo da média
** A mistura contém 3,0% de N-(Formil) desloratadina.
*** A mistura contém 3,0% de N-(Formil) desloratadina.

Desloratadina
Desloratadina + Lactose Controle (DLc)

Desloratadina + Lactose Exposto (DLe)**

Produto Acabado Controle (PLpac)

Produto Acabado Exposto (DLpae)***

Os resultados mostram que o ativo desloratadina possui IC 50 de 8,7 pg/mL. Apesar de
o estudo nao ter como objetivo avaliar a citotoxicidade da desloratadina esse resultado
contribuird bastante para entendermos os resultados das misturas e do produto acabado.

Os experimentos realizados comparando os valores de IC50 das misturas binaria
controle e exposta demonstram que uma h& pequena diferengca nos resultados de
citotoxicidade para as células da linhagem VERO. A amostra que contém a N-(formil)
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desloratadina, substancia que esse trabalho tem o objetivo de avaliar, apresentou um
resultado de IC 50 maior do que a amostra controle que nao possui a impureza. Além disso,
quando se compara o resultado obtido da mistura binaria com o resultado do ativo isolado,
observa-se que ambos sédo praticamente iguais, indicando que ha coeréncia nos resultados.
Ja o resultado para a mistura binaria contendo o produto de degradagdo N-(formil
desloratadina, demostra que a impureza diminui a toxicidade, pois o valor de IC 50 para a
amostra exposta foi melhor do que o controle. Essa concluséo, ainda pode ser confirmada
com o valor e p encontrado que foi de 0,18, ou seja, p>0,05, indicando que a diferenca dos
resultados nao foi significativa. Os valores encontrados para o IC 50 do produto acabado
controle e exposto contendo a impureza N-(formil) desloratadina asseguram ainda mais a
conclusdao de que a impureza, que o presente trabalho objetiva avaliar, ndo possui
nefrotoxicidade.

Portanto, conclui-se com o0s resultados obtidos nesse teste que a N-(formil)
desloratadina quando na concentracdo de até 3% de desloratadina nao possui indicios de
citotoxicidade para a linhagem de células VERO, uma vez que o resultado e IC 50 obtido foi
melhor para a amostra contendo a impureza daquela que nao a contém. Da mesma forma
pode-se concluir que a impureza presente no produto acabado exposto na concentragdo de
3,0% relacionada a dose de desloratadina, tampouco apresentou qualquer vestigio de
citotoxicidade para a linhagem de células VERO, pois os valores de IC 50 foram os mesmos
para a amostra de produto acabado controle e exposta, confirmando o resultado com o p-
value calculado.

Na literatura, ndo foram encontrados estudos avaliando a citotoxicidade da impureza N-
(formil) desloratadina in vitro em linhagens de origem renal. Portanto, os resultados aqui
apresentados sao inéditos.

6.3.3.2 Avaliacao da citotoxicidade em linhagem celular C6 astroglial

Na Figura 29 sdo apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apés
exposicao de 24h da linhagem celular C6 astroglial a desloratadina isolada.
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Figura 29 - Curva de viabilidade celular ap6s tratamento com desloratadina isolada apés 24 h
de exposicdo em linhagem celular C6 astroglial.

Na Figura 30 sdo apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apos
exposicao de 24 h da linhagem celular C6 astroglial a mistura binéria de desloratadina e
lactose controle (DLc) e mistura binaria de desloratadina e lactose exposto (DLe).
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Figura 30 - Curva de viabilidade celular apds tratamento com a mistura DLc e DLe ap6s 24 h
de exposicdo em linhagem celular C6 astroglial.
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Na Figura 31 sdo apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apos
exposicao de 24 h da linhagem celular C6 astroglial ao produto acabado controle (DLpac)) e
ao produto acabado exposto (DLpae).
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Figura 31 - Curva de viabilidade celular apés tratamento com a mistura DLpac e DLpae ap6s
24 h de exposicao em linhagem celular C6 astroglial.

O IC50 obtido para as misturas e o produto acabado esta descrito na Tabela 11.

Tabela 11- IC50 da desloratadina isolada, das misturas desloratadina + lactose controle (DLc)
e desloratadina + lactose exposta (DLe) e do produto acabado controle (DLpac) e exposto
(DLpae) em linhagem celular C6 astroglial.

Amostra IC 50 pg/mL = EPM*
Desloratadina 15,27 £ 0,18 ug/mL (desloratadina)
Desloratadina + Lactose Controle (DLc) 23,00 + 2,00 pg/mL (desloratadina)

17,50 £ 1,45 pg/mL (desloratadina)

Desloratadina + L E DLe)*
esloratadina + Lactose Exposto (DLe)™ 5 54 + 0,04 pg/mL (N-(formil) desloratadina)

Produto Acabado Controle (PLpac) 15,89 + 0,98 pug/mL (desloratadina)

13,21 £ 1,76 pug/mL (desloratadina)

P A E DLpae)***
roduto Acabado Exposto (DLpae) 0,41 £ 0,05ug/mL (N-(formil) desloratadina)

*Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média
** A mistura contém 3,0% de N-(Formil) desloratadina.
*** A mistura contém 3,0% de N-(Formil) desloratadina.

Os resultados dos experimentos demonstram que o ativo desloratadina isolado exerceu
um efeito citotdxico nas células C6 astrogliais a partir da concentragéo de 15,27 pg/mL.
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Na linhagem celular C6 astroglial as misturas binarias apresentaram um resultado com
uma pequena diferenca de valor do IC 50. A amostra DLc apresentou IC 50 de 23,00 enquanto
que a amostra DLe que possui 3,0% de N-(formil) desloratadina em relagdo a concentragéo
de desloratadina, apresentou o IC 50 de 17,50, ou seja menor que o controle. Os experimentos
realizados comparando os valores de IC50 das misturas binarias de desloratadina e lactose
controle e expostas foi encontrado um valor de p>0,05 (0,18) demonstrando que
estatisticamente ndo ha diferenca significativa nos resultados de citotoxicidade para as células
da linhagem C6 astroglial. Esse resultado nos demostra que ndo ha toxicidade relevante da
n-(formil) desloratadina nas células neuronais. O produto acabado da mesma form na
presenca da impureza N-(formil) desloratadina na concentracdo em torno de 3%, amostra
DLpae, mostrou ndo ter toxicidade relevante, pois as amostras controles e expostas
apresentaram o mesmo resultado de IC 50, conforme pose ser observado na Tabela 11 e o
resultado foi estatisticamente comprovado, obtendo-se p>0,05 quando foi comparado o
resultado de IC 50 para amostra controle e exposta. Estes resultados mostram que a impureza
N-(formil) desloratadina ndao é danosa para o sistema neuronal.

Na literatura ndo foram encontrados estudos anteriormente realizados com a molécula

N-(formil) desloratadina em células C6 astrogliais.

6.3.3.3 Avaliacao da citotoxicidade em linhagem celular HepG2

Na Figura 32 sao apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apos
exposicao de 24h da linhagem celular HepG2 a desloratadina isolada.

140+
1204
100
804
60
40+
204

0 T T T * I - T - 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Viabilidade celular (%)

Concentracao (log)

Figura 32 - Curva de viabilidade celular ap6s tratamento com desloratadina isolada apés 24 h
de exposi¢do em linhagem celular HepG2.
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Na Figura 33 sdo apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apés
exposicao de 24 h da linhagem celular HepG2 a mistura bindria de desloratadina e lactose
controle (DLc) e mistura binaria de desloratadina e lactose exposto (DLe).
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Figura 33 - Curva de viabilidade celular apos tratamento com desloratadina e lactose apos 24
h de exposicao em linhagem celular HepG2

Na Figura 34 sao apresentados os resultados de viabilidade celular obtidos apos
exposicao de 24 h da linhagem celular HepG2 ao produto acabado controle (DLpac) ao
produto acabado exposto (DLpae).
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Figura 34 - Curva de viabilidade celular apés tratamento com a mistura DLpac e DLpae apdés
24 h de exposicao em linhagem celular HepG2.

O IC50 obtido para a desloratadina isolada, para as misturas bindrias e o produto

acabado esta descrito na Tabela 12.

Tabela 12- IC50 da desloratadina isolada, das misturas desloratadina + lactose controle (DLc)
e desloratadina + lactose exposto (DLe) e do produto acabado controle (DLpac) e exposto
(DLpae) em linhagem celular HepG2.

Amostra IC 50 pg/mL £ EPM*
Desloratadina 7,22 + 0,65 pug/mL (desloratadina)
Desloratadina + Lactose Controle (DLc) 9,00 £ 1,00 pg/mL (desloratadina)

3,88 + 0,97 pg/mL (desloratadina)

Desloratadina + L E DLe)*
esloratadina + Lactose Exposto (DLe) 0,12 * 0,03 pg/mL (N-(formil) desloratadina)

Produto Acabado Controle (PLpac) 7,70 + 0,45 pug/mL (desloratadina)

7,00 = 0,44 pug/mL (desloratadina)

P A E DLpae)***
roduto Acabado Exposto (DLpae) 0,25 * 0,01 pg/mL (N-(formil) desloratadina)

*Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média
** A mistura contém 3,0% de N-(Formil) desloratadina.
**%* A mistura contém 3,0% de N-(Formil) desloratadina.

Os resultados mostram que o ativo desloratadina possuem IC 50 igual a 7,22 pg/mL na
linhagem celular HepG2. O objetivo do estudo, conforme mencionado anteriormente, ndo é
avaliar a citoxicidade desse ativo, porém esse resultado é muito importante para verificar a
interferéncia do ativo nos demais testes.

Na linhagem celular HepG2 as misturas binarias apresentaram um resultado um pouco
diferente para a amostra controle (DLc) IC 50 de 9,00 ug/mL e para a amostra exposta (DLe)
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IC50 de 3,88 pg/mL, o que demostra que a amostra exposta contendo o produto de
degradacédo N-(formil) desloratadina possui uma toxicidade maior quando comparada ao
controle. Através da analise de variancia esse resultado foi comprovado estatisticamente, uma
vez que se obteve o p<0,05 (0,02), portanto a diferenga apresentada nos valores de IC 50 é
significativa. Isso permite afirmar a possibilidade dessa impureza apresentar citotoxicidade
nas células HepG2. Contudo, para o produto acabado mesmo a impureza N-(formil)
desloratadina presente na mistura ndo demostrou qualquer indicio de toxicidade para a
linhagem de células em avaliagcao, pois os IC50 encontrados foram praticamente os mesmos
7,70 ug/mL para a amostra controle e 7,00 ug/mL para a amostra exposta. Esse resultado
também foi desafiado estatisticamente através da analise de variancia que demostrou que
pequena diferenca de resultado nao héa diferenga significativa, uma vez que o valor obtido foi
de p>0,05. Portanto, conclui-se que a impureza N-(formil) desloratadina possui potencial de
toxicidade para a linhagem celular HepG2, porém quando no produto acabado em doses
usuais ela nao apresentou risco hepatico na concentragao testada.

6.4. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados podemos concluir que a molécula desloratadina
por si s6 ja apresenta caracteristicas citotoxicas devido aos resultados apresentados quando
a mesma foi avaliada isolada, os IC 50 obtidos foram muito baixos para ambas as linhagens
celulares. Considerando que a citotoxicidade da N-(formil) desloratadina é o objetivo desse
estudo, observou-se que ela apresentou valor de IC 50 significativamente citotéxico no cultivo
célular HPG2 quando comparamos com a amostra controle, para as misturas binarias. No
produto acabado esse resultado ndo reproduziu, demostrando que a mesma ndo possuli
potencial hepatotdxico quando na presenca dos demais excipientes da formulagdo. Mesmo
assim, os dados da mistura binéria exposta, corroboram com um indicio de citotoxicidade para
células hepaticas, apesar de nao ter sido encontrados dados que comprovam esse resultado.
No cultivo de células C6 astroglial e linhagem VERO, os resultados foram negativos para
citotoxicidade da N-(formil) desloratadina o que indica que mesmo quando a impureza estiver
presente ndo ha potencial citotoxico, os resultados foram negativos para citotoxidade tanto
nas misturas binaria quanto no produto acabado. Portanto, com os resultados experimentais
obtidos e nas concentragdes testadas, neste trabalho, é possivel identificar que ha indicios de
citotoxicidade da N-(formil) desloratadina apenas para as células hepaticas. Contudo, é

necessario que mais estudos sejam feitos para comprovar esses primeiros resultados.
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7. DISCUSSAO GERAL

A presente dissertacao explorou a técnica de cultura celular para avaliar a toxicidade
dos produtos de degradacao N-(succinil) fenilefrina e da N-(formil) desloratadina em misturas
binarias e no produto acabado exposto a degradacao térmica umida. Os métodos in vitro
foram utilizados para avaliar a toxicidade em diferentes linhagens celulares (C6 astroglial,
VERO e HepG2) para se obter uma resposta ampla dos efeitos dessas substancias.

A avaliagdo conjunta dos dados apresentados neste trabalho nos mostra uma visédo
geral que na cultura celular VERO, C6 astroglial e HepG2 in vitro a N-(succinil) fenilefrina nao
apresentou toxicidade em nenhuma das células testadas. Essa € uma informacdo muito
importante, uma vez que a citotoxicidade foi determinada pela primeira vez, ja que nao foram
encontradas informacdes de qualquer teste de toxicidade na literatura abordando esse
produto de degradacao. Além disso, verificou-se que mesmo o produto acabado ndo exposto,
adquirido em farmacia comercial, havia 3% dessa impureza. Portanto, € imprescindivel que

estudos como esse sejam realizados para resguardar a saude dos consumidores finais.

Os resultados encontrados para a N-(formil) desloratadina, que também sao inéditos na
literatura cientifica, demonstraram que a prépria desloratadina se mostrou téxica para as
células, apresentando valores de IC 50 bem baixos. Nao foram encontrados dados na
literatura que demostram essa toxicidade. Nas células hepaticas a N-(formil) desloratadina
apresentou toxicidade na mistura binaria, mas no produto acabado o0 mesmo néo aconteceu,
obtendo-se valores de IC 50 para o controle e exposto iguais, indicando que nao ha
citotoxicidade. Como na mistura binaria houve um resultado positivo para a hepatotoxicidade,
entende-se que o produto de degradacgao, aparentemente, possui potencial efeitos maléficos
sobre o figado. Nas linhagens celulares C6 astroglial e VERO a N-(formil) desloratadina nao
demostrou qualquer potencial de causar danos as células, obtendo-se IC 50 para os controle
e amostras expostas, estatisticamente, iguais tanto para as misturas binarias, quanto para o
produto acabado. Em relacdo a N-(formil) desloratadina é importante que mais testes sejam
feitos para comprovar esses primeiros resultados demostrados neste trabalho.

Portanto, no geral os resultados encontrados neste trabalho demostram que quando os
farmacos ingeridos em doses usuais € nos produtos acabados testados as impurezas nao
possuem potencial citotéxico para as células testadas. Uma vez que nenhum resultado de
toxicidade testado para os produtos terminados foi positivo.
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8. CONCLUSAO

v O método utilizado para a avaliacdo do antigripal foi validado parcialmente

demonstrando ser seletivo, linear, preciso e, por consequéncia, exato.

4 O produto de degradagao N-(succinil) fenilefrina nao demonstrou neurotoxicidade nos
estudos in vitro utilizando a linhagem celular C6 astroglial.

4 O produto de degradacao N-(succinil) fenilefrina nao demonstrou nefrotoxicidade nos
estudos in vitro utilizando a linhagem celular VERO.

v O produto de degradagao N-(succinil) fenilefrina nao demonstrou da hepatotoxicidade
nos estudos in vitro utilizando a linhagem celular HepG2.

v Foi avaliada a seletividade do método farmacopeico utilizado nas analises de
quantificagao do antialérgico que demonstrou resultados satisfatérios.

v O produto de degradacao N-(formil) desloratadina ndo demonstrou neurotoxicidade
nos estudos in vitro utilizando a linhagem celular C6 astroglial.

v O produto de degradacao N-(formil) desloratadina ndo demonstrou nefrotoxicidade nos
estudos in vitro utilizando a linhagem celular VERO.

v O produto de degradagao N-(formil) desloratadina demostrou aumento significativo da
hepatotoxicidade nas amostras de misturas binarias nos estudos in vitro utilizando a linhagem
celular HepG2. Sendo o resultado negativo para o produto acabado contendo a mesma

substancia e avaliado nas mesmas células.
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10.DADOS SUPLEMENTARES

10.1. Resultados Adicionais Antigripal

Tabela 1: Amostras avaliadas na Seletividade qualitativa.

Cloridrato de Maleato de Produto .
Amostra | Paracetamol Fenilefrina Clorfeniramina Acabado Diluente
01 - - - - Sim
02 - Sim - - Sim
03 - - Sim - Sim
04 Sim - - - Sim
05 - - - Sim Sim

Preparo das amostras

Amostra 01: Foi preparada uma mistura de agua purificada:Metanol (70:30 v/v). Aguardou-se
a solucao retornar a temperatura ambiente antes de utiliza-la.

Amostra 02: Pesou-se 16,46 mg de cloridrato de fenilefrina e transferiu-se para um baldo
volumétrico de 20 mL com auxilio da Solugao Diluente. Adicionou-se cerca de 15 mL da
Solugdo Diluente e colocou-se em banho de ultrassom durante 10 min até completa
solubilizacdo. Apds o retorno a temperatura ambiente, completou-se o volume com a Solugao
Diluente e homogeneizou-se. Foi transferido volumetricamente 1 mL da solugéo para baléo
volumétrico de 10 mL completou-se o volume com a solugédo diluente e a solugdo foi
homogeneizada.

Amostra 03: Pesou-se 17,01 mg de maleato de clorfeniramina e transferiu-se para um baldo
volumétrico de 20 mL com auxilio da Solugdo Diluente. Adicionou-se cerca de 15 mL da
Solu¢do Diluente e colocou-se em banho de ultrassom durante 10 min até completa
solubilizacdo. ApGs o retorno a temperatura ambiente, completou-se o volume com a Solugéao
Diluente e homogeneizou-se. Foi transferido volumetricamente 1 mL da solugcéo para baldo
volumétrico de 10 mL completou-se o volume com a solugdo diluente e a solugéao foi
homogeneizada.

Amostra 04: Pesou-se 81,11 mg de paracetamol e transferiu-se para um baldo volumétrico de
10 mL com auxilio da Solu¢do Diluente. Adicionou-se cerca de 7 mL da Solugéo Diluente e
colocou-se em banho de ultrassom durante 10 min até completa solubilizagdo. Apos o retorno
a temperatura ambiente, completou-se o volume com a Solugédo Diluente e homogeneizou-
se.

Amostra 05: Pesou-se 462,40 mg de produto acabado (equivalente a um peso médio,
contendo aproximadamente 4 mg de cloridrato de fenilefrina, 4 mg de maleato de
clorfeniramina e 400 mg de paracetamol) e transferiu-se para um balao volumétrico de 50 mL
com auxilio da Solugéao Diluente. Adicionou-se cerca de 40 mL da Solugao Diluente e colocou-
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se em banho de ultrassom durante 10 min até completa solubilizagdo. Apdés o retorno
temperatura ambiente, completou-se o volume com a Solugéo Diluente e homogeneizou-se.

A solucao foi filtrada para vial apropriado.

Furity Curve (Fenilefrina)
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Figura 01: Gréfico de pureza de pico do ativo fenilefrina.
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Figura 02: Grafico de pureza de pico do produto de degradagao N-(succinil) fenilefrina.

Nas Figuras 03 e 04 estao os espectros obtidos no detector do DAD durante a andlise
de seletividade para a fenilefrina e N-(Succinil) fenilefrina.
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Figura 03: Espectro de absorbancia fenilefrina.

84



Peak: N-(Succinil) fenilefrina
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Figura 04: Espectro de absorbéncia N-(succinil) fenilefrina.
Linearidade

Preparo das Amostras:

Solugdo mae de cloridrato de fenilefrina: Pesar exatamente cerca de 16,0 mg do padrao de
cloridrato de fenilefrina e transferir para um baldo volumétrico de 20 mL com auxilio da
Solugéo Diluente. Adicionar 15 mL da Solugao Diluente e colocar em banho de ultrassom
durante 10 minutos até completa solubilizacdo. Ap6s o retorno a temperatura ambiente,
completar o volume com a solugéo diluente e homogeneizar. Transferir volumetricamente 1
mL para baldao volumétrico de 20 mL, completar com a Solugédo Diluente e homogeinizar.
Foram realizadas trés curvas.

Tabela 02: Preparo da Linearidade para Impurezas.

) Aliquota Utilizada da Sol. Balao Conc. Final de ClI.
Nivel (%) . o
Estoque Volumétrico (mL) Fenilefrina (ug/mL)
0,1 0,1 50 0,08000 (LN) e (LQ)
0,2 0,2 50 0,16000 (LI)
0,5 0,5 50 0,40000 (L. Qualif.)
5,0 5,0 50 4,00000
15,0 3,0 10 12,00000

Resultados da Linearidade:

A representacao grafica da curva da linearidade esta apresentada na Figura 05 abaixo.
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Linearidade Impurezas Cloridrato de fenilefrina
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Figura 05. Curva de linearidade do cloridrato de fenilefrina.

Tabela 03: Resultados de area obtida em fungao da concentragéo da solugéo de fenilefrina.

Dados do Cloridrato de Fenilefrina

Massa Pesada (mQ): 16,46
Teor (%): 99,9
Concentracao (%) Concentraca o o Area (mAU)  Area média DPR
0 (pg/mL)
1 1425 " "
0,1 0,08222 2 1474 1456 1,84
3 1468
1 2988 g d
0,2 0,16444 2 3011 2973 1,57
3 2921
1 7201 g 4
0,5 0,41109 2 7063 7089 1,43
3 7003
1 69409 " "
5 4,11089 2 70276 69490 1,08
3 68786
1 208986 g 4
15 12,33266 2 212396 209732 1,13
3 207814
Coeficiente de correlacgao (r) 0,99993
Interseccao com o eixo Y 24
Coeficiente angular 16994

A partir dos dados apresentados na Tabela 03, foi realizada andlise de regressao linear.
Os resultados da andlise de estatistica de regressao estdo apresentados na Tabela 04,

respectivamente.

Tabela 04: Estatistica de Regressao linear.
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Estatistica de regressdo

R multiplo 0,999931785
R-Quadrado 0,999863575
R-quadrado ajustado 0,999853081
Erro padrao 1003,336358
Observagdes 15
ANOVA
gl s5Q MQ F F de significagdo
Regressao 1 95914322325 95914322325  95277,5021 1,63478E-26
Residuo 13 13086890,01 1006683,847
Total 14 95927409215

Segundo a analise dos resultados obtidos no teste de curva analitica experimental, e
em comparacgao com os critérios de aceitacado mencionados pode-se concluir que o0 método é
linear dentro do intervalo de 0,1% a 15,0% da concentracao alvo de fenilefrina na amostra.

Precisao

Repetibilidade
Este parametro foi verificado por seis determinagdes do produto acabado considerando

a concentragéo de 0,08 mg/mL de fenilefrina.

Preparo das amostras:
De um pool de 20 capsulas, previamente homogeneizado em gral, pesar exatamente cerca
de 460,0 mg de amostra e transferir para um baldo volumétrico de 50 mL com auxilio da
Solugéo Diluente. Adicionar cerca de 35 mL da Solugé&o Diluente e colocar em banho de
ultrassom durante 30 minutos ou até a completa solubilizacdo. Ap6s o retorno a temperatura
ambiente, completar o volume com a Solugao Diluente e homogeneizar. Filtrar uma aliquota
para vial apropriado.

O calculo do produto de degradagcéao N-(succinil) fenilefrina sera efetuado a partir da
equacao da reta obtida no teste de linearidade.

Os resultados para o teste de repetibilidade estdo demonstrados na tabela 04.

Tabela 04: Resultados de repetibilidade do método para quantificacdo do produto de

degradacao N-(succinil) fenilefrina obtidos no Dia 1.
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Dados da Amostra - Dia 1

Peso Médio Massa ‘ Concentragao . .
(ma) Amostra Pesada (mg) Area (m.AU.) encontrada N-(Succinil)
fenilefrina (ua/mL)
1 454,87 114931 6,68621
2 462,40 113556 6,71557
3 461,02 111182 6,55552
460,00 4 458,32 112945 6,62049
5 461,89 112804 6,66373
6 460,98 110290 6,50235
Concentracao Média= 6,62398
DPR intra-dia = 1,23

De acordo com a andlise dos resultados obtidos nos testes de repetibilidade, e em
comparagao com os critérios de aceitagdo mencionados conclui-se que o método é adequado
para o objetivo proposto.

Precisao Intermediaria

Este parametro foi verificado por seis determinagdes do produto acabado considerando
a concentragéo de 0,08 mg/mL de fenilefrina.

Preparo das amostras:

De um pool de 20 cépsulas, previamente homogeneizado em gral, pesar exatamente
cerca de 460,0 mg de amostra e transferir para um baldo volumétrico de 50 mL com auxilio
da Solugao Diluente. Adicionar cerca de 35 mL da Solucao Diluente e colocar em banho de
ultrassom durante 30 minutos ou até a completa solubilizacdo. Ap6s o retorno a temperatura
ambiente, completar o volume com a Solugao Diluente e homogeneizar. Filtrar uma aliquota
para vial apropriado.

O calculo do produto de degradacéao N-(succinil) fenilefrina sera efetuado a partir da
equacao da reta obtida no teste de linearidade.

Os resultados para o teste de repetibilidade do Dia 2 estdo demonstrados na Tabela 05:

Tabela 05: Resultados de repetibilidade do método de quantificacdo para o produto de
degradacao N-(succinil) fenilefrina obtidos no Dia 2.
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Dados da Amostra - Dia 2

Peso Médio Massa : Concentragdo . .
(ma) Amostra Pesada (mg) Area(m.AU.) encontrada N-(Succinil)
fenilefrina (na/mlL)
1 459,12 114285 6,71075
2 460,01 116579 6,85875
3 458,02 111492 6,53102
460,00 4 459,87 113183 6,65688
5 460,05 111914 6,58480
6 459,96 113551 6,67984
Concentracao Média= 6,67034
DPR intra-dia = 1,70

Os resultados obtidos na repetibilidade (Dia 1) juntamente com o resultado de mais seis
determinagbes realizadas em dia diferente (Dia 2) estdo apresentados na Tabela 06. Os
resultados encontrados para a precisdo do método analitico demonstram que os valores
encontrados de concentragdo do produto de degradacao N-(succinil) fenilefrina apresentou
DPR <2,00% nas seis determina¢des dos dois dias de analise, portanto estdo de acordo como
o limite aceitacao estabelecido.

Tabela 06. Resultados de precisdo intermediaria do método de quantificacao do produto de
degradacao da N-(succinil) fenilefrina obtidos em dias diferentes.

Resultados Encontrados Precisao Intermediaria

Dial Dia 2
Amostra Concentragao N-(Succinil) Concentragao N-(Succinil)
fenilefrina (pug/mL) fenilefrina (pug/mL)

1 6,68621 6,71075
2 6,71557 6,85875
3 6,55552 6,53102
4 6,62049 6,65688
5 6,66373 6,58480
6 6,50235 6,67984
Concentracao Média= 6,64716

DPR intra-dia = 1,46

De acordo com a andlise dos resultados obtidos nos testes de repetibilidade e de
precisao intermediaria, e em comparagao com os critérios de aceitagdo mencionados pode-
se concluir que o método é preciso para quantificar ao produto de degradagao N-(succinil)
fenilefrina.
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Na Tabela 07 e 08 estdo representados os resultados obtidos na quantificacdo da
fenilefrina e da N-(Succinil) fenilefrina nas amostras expostas por dez dias em estufa térmica
Umida.

Tabela 07: Resultados das analises por cromatografia de alta eficiéncia para as amostras de
misturas binarias controle (FCc) e exposta (FCe).

Concentracao de Fenilefrina (mg/mL) 0,07975
Area MP Rep 1 1385422
Area MP Rep 2 1389389
Area MP Rep 3 1387605
Média 1387472

DPR (%) 0,14

Mistura Binaria Controle - Area Fenilefrina  Conc. Tedrica (mg/mL) Conc. Encontrada (mg/mL) Conc. (%)*

1380891 0,07705 0,07937 103,01
Mistura Bindria Exposta -Area Fenilefrina  Conc. Tedrica (mg/mL) Conc. Encontrada (mg/mL) Conc. (%)*

1271597 0,078896 0,07309 92,64
Area N-(2-Succinil) Fenilefrina Formada Conc. Encontrada (%)**

172947 10,04

*Valor calculado frente a amostra de matéria prima.
** Valor calculado frente a curva de linearidade.

Tabela 08: Resultados das andlises por cromatografia de alta eficiéncia para as amostras de
produto acabado controle (FCpac) e exposto (FCpak).

Concentracao de Fenilefrina (mg/mL) 0,07975
Area MP Rep 1 1385422
Area MP Rep 2 1389389
Area MP Rep 3 1387605
Média 1387472

DPR (%) 0,14

Produto Acabado Controle - Area Fenilefrina Conc. Teérica (mg/mL) Conc. Encontrada (mg/mL) Conc. (%)*

1327511 0,08008 0,07630 95,28
Area N-(2-Succinil) Fenilefrina Formada Conc. Encontrada (%)**
45014 2,65
Produto Acabado Exposto -Area Fenilefrina Conc. Teérica (mg/mL) Conc. Encontrada (mg/mL) Conc. (%)*
1155352 0,07836 0,06641 84,75
Area N-(2-Succinil) Fenilefrina Formada Conc. Encontrada (%)**
167661 9,66

*Valor calculado frente a amostra de matéria prima.
** Valor calculado frente a curva de linearidade.

10.2. Resultados Adicionais Desloratadina

Nas Figuras 06 e 07, o espectro de pureza da desloratadina e da N-(formil) desloratadina
obtidos durante o teste de seletividade.
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Purity Curve {Desloratadina)
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Figura 06: Representacao grafica da pureza do pico da desloratadina.
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Figura 07: Representacao grafica da pureza do pico da N-(formil) desloratadina.
Na Tabela 09 e 10 estdo representados os resultados obtidos na quantificacdo da
desloratadina e da N-(formil) desloratadina nas amostras expostas por dez dias em estufa

térmica Umida.

Tabela 09: Resultados das andlises por cromatografia de alta eficiéncia para as amostras de

misturas binarias controle (DLc) e exposta (DLe).
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Conc. Desloratadina (mg/mL) 0,20060 Conc. N-(Formil) desloratadina(mg/mL)  0,00199

Area MP Rep 1 7860126 Area MP Rep 1 86264
Area MP Rep 2 7975286 Area MP Rep 2 84188
Area MP Rep 3 8097970 Area MP Rep 3 86379
Média 7977794 Média 85610
DPR (%) 1,49 DPR (%) 144
Mistura Binaria Controle - Area Desloratadina Conc. Tedrica (mg/mL) Conc. Encontrada (mg/mL) Conc. (%)
8093446 0,20339 0,20350 100,06
Mistura Binaria Exposta -Area Desloratadina Conc. Tedrica (mg/mL)  Conc. Encontrada (mg/mL) Gonc. (%)
7626460 0,20092 0,19176 95,44
Area N-(Formil) desloratadina Formada Conc Encontrada (%)
278050 3,23

Tabela 10: Resultados das analises por cromatografia de alta eficiéncia para as amostras de
produto acabado controle (DLpac) € exposto (DLpag).

Conc. Desloratadina (mg/mL) 0,20060 Conc. N-(Formil) desloratadina(mg/mL)  0,00199
Area MP Rep 1 7860126 Area MP Rep 1 86264
Area MP Rep 2 7975286 Area MP Rep 2 84188
Area MP Rep 3 8097970 Area MP Rep 3 86379
Média 7977794 Média 85610
DPR (%) 1,49 DPR (%) 1,44

Mistura Binaria Controle - Area Desloratadina Conc. Tedrica (mg/mL)  Conc. Encontrada (mg/mL) Conc. (%)

7414964 0,19133 0,18644 97,45
Mistura Binria Exposta -Area Desloratadina Conc. Tedrica (mg/mL)  Conc. Encontrada (mg/mL) Conc. (%)

6500488 0,19678 0,16345 83,06
Area N-(Formil) desloratadina Formada Conc Encontrada (%)

259972 3,02
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