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RESUMO

Os medicamentos com maior indice de falsificacdo, segundo dados oficiais, sdo os utilizados
para o tratamento da disfuncéo erétil (DE), dentre eles tadalafila (TAD) e sildenafila (SIL).
Associacdes desses farmacos sdo disponibilizadas no comércio ilegal em concentracdes
diferentes das autorizadas pelas agéncias regulatérias, sem qualquer estudo farmacoldgico ou
cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo durante sua producdo, o0 que acarreta sérios
riscos a saude do usuéario. Além disso, condi¢cbes ambientais inadequadas no transporte e
armazenamento podem levar a formacgdo de produtos de degradagdo tdxicos. Desta forma,
este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar metodologia indicativa de estabilidade
por cromatografia liquida para determinacdo destes farmacos, avaliar sua cinética de
fotodegradacdo e a seguranca bioldgica em suas formas isoladas e associadas, degradados e
ndo degradados. A separacdo cromatogréafica utilizou coluna Cig (250 x 4,6 mm, Sum) e fase
movel composta pela combinagdo da Solucdo A e solucdo B (30:70, v/v). A solucdo A foi
composta por: acetonitrila:agua (80:20, v/v) e a solucdo B por metanol:trietilamina 0,3% pH
7,5, ajustado com é&cido o-fosforico (57:43, v/v). A eluicdo foi isocratica com vazédo de 1,0
mL/min, volume de injecdo de 20 uL e temperatura de analise em 25 °C. A deteccdo ocorreu
em 284 nm para TAD e 292 nm para SIL. O método foi validado de acordo com guias
internacionais. A cinética de fotodegradacdo foi avaliada utilizando os solventes metanol e a
mistura de metanol:acetonitrila (50:50, v/v), em camara de fotoestabilidade equipada com
lampada UVA (360 nm), por um periodo de 275 min. Os estudos de toxicidade dos farmacos
degradados e ndo degradados foram realizados por meio dos testes in vitro de citotoxicidade,
mutagenicidade e genotoxicidade. O método foi considerado especifico, linear, preciso, exato,
robusto e sensivel para a determinacéo de TAD e SIL isoladas ou em associa¢do. Os farmacos
apresentaram cinética de fotodegradacdo de primeira ordem, quando isolados, e reagdo de
ordem zero, quando associados em ambos o0s solventes. Os ensaios toxicoldgicos
demonstraram que os farmacos fotodegradados apresentam viabilidade celular diminuida em
comparacdo aos ndo degradados, sugerindo atividade citotoxica. N&o foi observada atividade
mutagénica nas condigdes testadas. Sugere-se atividade genotoxica nos farmacos associados
quando fotodegradados. Os estudos desenvolvidos podem colaborar com analises forenses e
trazer informacéo para conscientizar a populacdo quanto aos riscos de consumir produtos sem

procedéncia.

Palavras-chave: falsificacdo de medicamentos, tadalafila, sildenafila, estabilidade,

toxicidade.



ABSTRACT

Nowadays, tadalafil (TAD) and sildenafil (SIL) are counterfeit medicines with the highest
incidence in the illegal market. Associations of these drugs are available in different
concentrations from those authorized by regulatory agencies, without any pharmacological
study or compliance with Good Manufacturing Practices (GMP) during their production.
Likewise, inadequate environmental conditions in transportation and storage can lead to the
formation of toxic degradation products. Thus, this work aims to develop and validate a
stability-indicating method for TAD and SIL simultaneous determination, to evaluate the
photodegradation kinetics and the biological safety of the associated drugs, degraded and not
degraded. Chromatographic separation used Cig column (250 x 4.6 mm, Spum) and the mobile
phase was performed using Solution A and Solution B (30:70, v/v). The solution A contains
acetonitrile:water (80:20, v/v) and solution B methanol:0.3% triethylamine pH 7.5, adjusted
with o-phosphoric acid (57:43, v/v). The elution was isocratic with flow rate of 1.0 mL min™,
injection volume of 20 pL and temperature at 25 °C. Detection was achieved at 284 nm for
TAD and 292 nm for SIL. The method was validated according to international guidelines.
The photodegradation kinetics were evaluated using the solvents methanol and
methanol:acetonitrile (50:50, v/v), in a photostability chamber equipped with a UVA lamp,
for 275 min. Toxicity studies of photodegraded and non-degraded drugs were performed by in
vitro cytotoxicity, mutagenicity and genotoxicity tests. The method was considered specific,
linear, precise, accurate, robust and sensitive. The drugs presented first-order
photodegradation kinetics when isolated and zero-order when associated. Toxicological tests
demonstrated that the photodegraded drugs decreased cell viability in compared to non-
degraded drugs, suggesting cytotoxic activity. It was not observed mutagenic activity under
the conditions tested. Photodegraded drugs when associated showed DNA damage index,
suggesting genotoxic effects. The studies developed can collaborate with forensic analysis
and bring information to raise the awareness of the population about the risks of consuming

counterfeit products.

Key words: drug counterfeiting, tadalafil, sildenafil, stability, toxicity.
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1 INTRODUCAO

A Disfungdo Erétil (DE), que representa, a incapacidade persistente que impossibilita a
erecdo peniana impedindo o individuo de realizar um desempenho sexual satisfatorio, e sua
importancia atinge uma grande parcela da populagcdo mundial. Estudos epidemioldgicos baseados
na realidade comunitéria sugerem que a DE é uma desordem comum em 52% dos homens com
idade entre 40 e 70 anos, afetando a qualidade de vida desses pacientes, assim como, sua autoestima
e a capacidade de manter relacfes sexuais (Martino et al., 2010; Mcmahon, 2014).

Apesar de ainda existir muitos questionamentos acerca do tema, o entendimento e gestéo da
DE tem evoluido muito devido ao maior reconhecimento das suas etiologias orgénicas. Esta
complicacdo é cada vez mais reconhecida como um problema de salde publica com diversas
correlacdes e associacdes psicossociais e morbidades clinicas, como, por exemplo, sua relacdo com
a diabetes, doencas vasculares, dislipidemia, hipertenséo e tabagismo (Burnett, 2006; Mcmahon,
2014).

O tratamento farmacoldgico envolve o emprego de agentes inibidores da Fosfodiesterase do
tipo 5, do inglés Phosphodiesterase Type 5 (PDES). Estes farmacos promovem a inibicdo da PDEDS,
levando ao aumento da quantidade de Monofosfato Ciclico de Guanina, do inglés Guanosine
Monophosphate Cyclic (GMPc), disponivel para que o ocorra o relaxamento do musculo liso,
implicando em vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo e, consequentemente, erecdo. Os
medicamentos PDE5 comercializados atualmente s&o: Sildenafila — SIL (Viagra®, Pfizer), Tadalafila
— TAD (Cialis®, Lily Eli and Company), Vardenafila (Levitra®, Bayer Schering) e Carbonato de
Lodenafila (Helleva®, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda.) e o Avanafil (Stendra® Vivus)
recentemente disponivel no mercado (Goldstein et al., 1998; Porst et al., 2001; Brock et al., 2002;
Silva et al., 2008; FDA, 2012; Mcmahon, 2014).

Em virtude dos fatos relatados, percebe-se a necessidade de produtos farmacéuticos para
atender a essa grande parcela da populacdo. Nesse contexto, as industrias farmacéuticas trabalham
como grandes poténcias globais ao produzir medicamentos para suprir essa demanda, gerando um
grandioso e rentavel comércio farmacéutico mundial. Ao mesmo tempo, redes criminosas atuam em
busca de uma fatia desse mercado lucrativo, visto que os medicamentos de maior volume de vendas
séo os principais alvos de falsificacdo. Este fato pode ser evidenciado pelo crescimento exponencial
nos ultimos anos de produtos ilicitos apreendidos pelos orgdos oficiais de combate a estes crimes,
como por exemplo, a Organizacdo Internacional de Policia Criminal, do inglés International

Criminal Police Organization (INTERPOL). Segundo dados oficiais, os medicamentos com maior
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indice de falsificagdo em 21 paises, incluindo o Brasil, sdo os utilizados para o tratamento da DE
(Fernandez et al., 2011; Nogueira e Neto, 2011; Ames e Souza, 2012).

Além da face criminal que envolve este tema, registrado pela legislacdo brasileira como
crime hediondo contra a saude publica (Lei 9677/98), cabe ressaltar que a pratica de comércio ilegal
destes produtos pode resultar em sérios problemas de saude publica (Brasil, 1998).

O alto risco é resultante de diversos fatores, visto que a producdo é realizada sem o
cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), e os locais onde ocorre a producdo nao
oferecem qualquer condicdo para o desenvolvimento de medicamentos com o minimo da qualidade
requerida. Adicionalmente, os componentes dessas formulacGes possuem natureza duvidosa, uma
vez que o principio ativo (PA), e os excipientes ndo possuem procedéncia ou fornecedor
qualificado. Existe, ainda, a problematica envolvendo o0 modo como o produto final é transportado e
armazenado, sem qualquer controle de temperatura, luz ou umidade, 0 que pode degradar 0s
farmacos em questéo.

Nos Laboratorios de Criminalistica do Departamento da Policia Federal Brasileira, o
Viagra® e o Cialis® sdo as substincias que apresentam os maiores indices de falsificacdo. Tal fato
coincide com informacdes apresentadas pelos 6rgdos regulatorios, onde, entre os anos de 2007 e
2011, 78% dos medicamentos falsificados e contrabandeados apreendidos se tratavam de Viagra® e
Cialis® (Ames e Souza, 2012; Hurtado e Lasmar, 2014).

De acordo com estudos realizados por Ortiz (2010) e Park e Ahn (2012), foram encontrados
produtos falsificados contendo TAD e SIL com concentracGes de PA muito superiores ou inferiores
as farmacologicamente usuais. Outro dado encontrado nestes estudos € a substitui¢do e/ou adi¢do de
outro PA, como, por exemplo, ioimbina, hidroxi-homildenafil, tiosildenafil, dimetilsildenafil,
hidroxivardenafil e aminotadalafil, em concentracdes elevadas para potencializacdo do efeito
desejado. Associacbes entre TAD e SIL sdo, simplesmente, criadas sem qualquer estudo
farmacologico ou embasamento cientifico, o que pode refletir em sérios riscos de intoxicacdo ou
interacdo medicamentosa (Jung et al., 2012; Park e Ahn, 2012). Além do mencionado
anteriormente, deve-se destacar que em nenhum momento da vida desses produtos falsificados sao
conduzidos estudos de estabilidade. Neste sentido, pode ocorrer a degradacdo dos ativos que
compBem a formulacdo, formando produtos de degradagéo toxicos.

Nesse contexto, existe grande necessidade de métodos que permitam avaliar esses produtos,
para fins de analise forense e, também, com o intuito de informar o potencial risco aos
consumidores que utilizam medicamentos sem procedéncia. Os trabalhos encontrados na literatura
relatam métodos de quantificacdo para TAD e SIL na forma associada (Ortiz et al., 2010; Park e

Ahn, 2012), havendo, portanto, a possibilidade de expandir esses estudos no sentido de desenvolver
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metodologia indicativa de estabilidade para determinacdo desses dois farmacos. Tornam-se,
também, necessarios estudos referentes ao perfil de degradacdo dos farmacos associados frente a
diferentes condicbes de armazenamento, bem como, de dados sobre a seguranca biologica dos
farmacos degradados, visto que a literatura atual carece de informacgdes sobre a toxicidade desses
dois farmacos associados e de seus produtos de degradacao.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo desenvolver método indicativo de
estabilidade, verificar a degradacdo dos farmacos em diferentes condicgdes, estudar a cinética de
degradacéo e, tambem, avaliar preliminarmente a seguranca biologica dos farmacos ndo degradados
e degradados, em associacédo e isolados. Os resultados obtidos poderdo servir de fomento para os
laboratorios de inteligéncia forense, bem como, alertar a populacdo sobre o risco que existe em

consumir produtos sem procedéncia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver método analitico indicativo da estabilidade por CLAE para a determinacdo
simulténea de TAD e SIL, avaliar a cinética de fotodegradacdo dos farmacos associados e realizar
estudos preliminares de seguranca bioldgica dos farmacos isolados e associados, ndo degradados e

degradados.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver e validar método analitico quantitativo indicativo da estabilidade por CLAE
para determinacdo simultanea de TAD e SIL;

¢ Realizar estudos de degradacdo forgada de TAD e SIL, isolados e em associagdo, em meio
acido, basico, oxidativo e fotolitico;

e Avaliar a cinética de fotodegradacgdo desses farmacos isoladamente e associados;

¢ Realizar estudo preliminar de seguranca bioldgica dos farmacos isolados e associados, ndo

degradados e degradados utilizando os testes de citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
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3.1 Disfungéo Erétil

A DE é definida como a incapacidade de atingir ou manter erecdo peniana suficiente para
uma relacdo sexual bem-sucedida. Esta complicacéo é considerada comum, afetando até 52% dos
homens com idade superior a 40 anos (Shamloul e Ghanem, 2013; Mcmahon, 2014).

Além das causas classicas tais como diabetes mellitus e hipertensdo arterial, estilos de vida
inadequados como obesidade, auséncia de exercicios fisicos e, ainda, sintomas do trato urinario
inferior, tém sido ligados ao desenvolvimento de DE. Destacam-se o0s estudos realizados sobre a
associacdao entre DE e doencas cardiovasculares, visto que o problema em estudo é um forte
preditor de doenca arterial coronariana (Dong et al., 2011; Shamloul e Ghanem, 2013).

Existem algumas substancias que, também, podem estar envolvidas no desenvolvimento da
DE. Entre as principais destacam-se certos medicamentos que atuam no sistema nervoso central,
como, por exemplo, alguns antidepressivos e antipsicéticos; medicamentos utilizados para o
tratamento da hipertensdo, como diuréticos tiazidicos e beta-bloqueadores; além de substancias
psicotropicas como a maconha, cocaina, opioides, alcool e nicotina (Shamloul e Ghanem, 2013).

A erecdo peniana consiste em um fendémeno neurovascular que exige a dilatacdo dos vasos
penianos, além do relaxamento de mdsculo liso, aumento do fluxo sanguineo intracavernoso e
funcéo veno-oclusiva normal. Apesar de ndo representar risco letal, a DE pode comprometer o bem-
estar do homem e, por consequéncia, sua qualidade de vida (Shah, 2002; Shamloul e Ghanem,
2013).

O desconforto e constrangimento, assim como o abalo da autoestima causados pela DE na
populagdo masculina, faz com que o uso de medicamentos sirva como auxilio necessario para que
uma erecao suficiente seja mantida e a relacdo sexual realize-se de forma satisfatéria. Contudo, vale
ressaltar que, antes de administrar qualquer medicacdo para este fim, é recomendavel a realizacao
de uma avaliacdo clinica para que as causas reais sejam elucidadas e, com isto, a terapia mais
adequada seja aplicada para cada paciente (Freitas et al., 2008). A DE pode ser ocasionada por

diferentes causas, como podemos verificar na Tabela 1.
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Tabela 1 - Doencas que podem causar disfuncao erétil

Causas da DE

Psicoldgico

Ansidedade do desempenho
Perda de atracdo ao parceiro (a)
Dificuladade no relacionamento
Estresse

Psiquiatrico

Depressédo

Neurologico

Lesdo da medula espinhal
Cirurgia pélvica

Esclerose multipla
Dieabetes mellitus

Lesdo no disco intervetebral
Alcool

Endécrino

Deficiéncia hormonal

Deficiéncia de testosterona

Globulina de liga¢do do hormdnio aumentada
Hiperprolactinemia

Arteriogénico

Hipertensao

Fumante

Dieabetes mellitus
Hiperlipidemia

Doenca vascular periférica
Sindrome metabdlica

Venoso

Comprometimento funcional do mecanismo veno-oclusivo

Farmacos com
efeito central e/ou
direto

Antihipertensivos
Antidepressivos
Hormonios luteinizantes ou liberagdo de anélogos

Fonte: Mcmahon, 2014.

Atualmente, os medicamentos utilizados no tratamento da DE sdo os PDES5, citados como 0s

de primeira escolha. Os principais representantes dessa classe sdo: SIL (Viagra®, Pfizer), Lodenafil
(Helleva®, Cristalia), TAD (Cialis®, Eli Lilly), Vardenafil (Levitra®, Bayer) e Avanafil (Stendra®,

Vivus), sendo todos administrados por via oral (Wright, 2006; Ravipati et al., 2007).

3.2 Sildenafila

A SIL ¢ a representante pioneira da classe dos inibidores da PDES5 para o tratamento da DE.

Seu registro na Unido Européia ocorreu no ano de 1991 e, desde entdo, tornou-se um dos

medicamentos mais prescritos mundialmente. O mecanismo de agdo ocorre pela inibi¢do da PDEDS5,

ocasionando aumento de GMPc disponivel, levando ao relaxamento do musculo liso e consequente

aumento de fluxo sanguineo para os corpos cavernosos. Desta maneira, ocorre intensificacdo na
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resposta erétil, a partir da realizacdo de estimulacdo sexual (Rao et al., 2008). A SIL é
comercializada na forma farmacéutica de comprimidos pela indlstria farmacéutica Pfizer,
recebendo o nome comercial de Viagra®, nas doses de 25, 50 e 100 mg a partir de 1998. Contudo, a
partir do término da patente do medicamento referéncia no ano de 2010, as demais industrias
farmacéuticas, também, comecaram a produzir e comercializar similares e genéricos no mercado
nacional (Sabin et al., 2013).

No ano de 2005, o FDA aprovou o uso da SIL para o tratamento de outra patologia, a
hipertensao arterial pulmonar (HAP). Esta apresentacao farmacéutica comecou a ser comercializada
com o nome comercial Revatio® 20 mg pela indstria farmacéutica Pfizer, na forma farmacéutica de
comprimidos. Apos alguns anos, foi langcada no mercado Revatio® 10 mg/12,5mL na forma
farmacéutica de solugdo intravenosa e Revatio® 10 mg/mL na forma farmacéutica de suspenséo
oral. Entretanto, estas formas farmacéuticas sdo restritas apenas para o tratamento da HAP em
adultos. Estudos demonstraram que pessoas com idades entre 1 e 17 anos que administraram altas
doses de Revatio® apresentaram maior risco de morte, quando comparados aos que administraram
baixas doses. Entretanto os individuos que administraram doses baixas ndo apresentaram melhoras
no seu estado clinico. Dessa forma, em comunicado realizado em 2014, o FDA relatou que se deve
avaliar o risco-beneficio, quanto ao uso desse medicamento no tratamento para a HAP, pois estudos
realizados demonstram resultados limitados para jovens (FDA, 2014).

3.2.1 Propriedades Fisico-Quimicas da Sildenafila

O farmaco SIL (C22H30Ns04S) apresenta nomenclatura de acordo com a Unido Internacional
de Quimica Pura e Aplicada, do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC): 1-[4-ethoxy-3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-oxo-3-propyl-1H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin5-
yl)phenyl sulfonyl]-4-ethylpiperazine, Figura 1. A substancia consiste em um po de aparéncia
cristalina e branca, apresentando-se na forma de sal citrato. Possui fator de equivaléncia sal/base de
1,40, com massa molecular de 474,5764 g/mol e pKa de 5,99. E soluvel em Dimetilsulfoxido, do
inglés Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (23 mg/mL), metanol e dimetilformamida (14 mg/mL), 4gua
(3,5 mg/mL) e etanol (mg/mL) (O’neil et al., 2001).
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Figura 1 — Estrutura quimica da sildenafila
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Fonte: ChemSpider, 2015

3.3 Tadalafila

A TAD pertencente a classe dos inibidores da PDE5, atuando de forma seletiva nesta
enzima. Seu mecanismo da-se a partir da inibicdo da PDE5, onde ocorre aumento de GMPc
disponivel, implicando no relaxamento do musculo liso e consequente aumento de fluxo sanguineo
para 0s corpos cavernosos. Como resultado, obtém-se uma intensificacdo na resposta erétil, seguido
de estimulacdo sexual apropriada (Rao et al., 2008). Este farmaco é comercializado na forma
farmacéutica de comprimidos revestidos pela industria farmacéutica Eli Lilly and Company,
recebendo o nome comercial de Cialis®, nas doses de 5, 10 e 20 mg.

A TAD também é empregada para tratar os sintomas da hiperplasia prostatica benigna, que
incluem dificuldade em urinar (fluxo fraco e esvaziamento incompleto da bexiga), dor ao urinar e
frequéncia/urgéncia de urinar em homens adultos. Outra aplicacdo de TAD esté relacionada a
melhora da capacidade da realizagdo de exercicios em pessoas com HAP (pressdo arterial elevada
nos vasos que transportam sangue para os pulmdes, causando falta de ar, tonturas e cansaco). Sendo
assim, constata-se que a TAD trata a HAP pelo relaxamento dos vasos sanguineos dos pulmdes para

permitir que o sangue flua mais facilmente (Mcvary et al., 2007).
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3.3.1 Propriedades Fisico-Quimicas de Tadalafila

O farmaco TAD (C22H19N304), apresenta nomenclatura de acordo com a IUPAC: (6Rtrans)-
6-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-2,3,6,7,12,12a-hexahidro-2metilpirazino(1',2":1,6)pirido(3,4b)in-dol-1,4-
diona, e estrutura quimica expressa na Figura 2. Possui massa molecular de 389,404 g/mol, pKa de
0,85, com solubilidade em cloroférmio, metanol, benzeno e nos demais solventes como em agua,
apresenta solubilidade de 0,25 mg/mL, DMSO de 78 mg/mL, etanol < 1 mg/mL (Eardley e
Cartledge, 2002; Pub Chem, 2005).

Figura 2 — Estrutura quimica da tadalafila

Fonte: ChemSpider, 2015

3.4 Falsificacdo de Medicamentos

O tema que engloba farmacos e a criminalidade vem sendo abordado por varios autores,
visto que o comercio ilicito de medicamentos seja por falsificacdo, adulteracdo ou contrabando é
considerado um problema mundial (Santamaria-Fernandez et al., 2008; Rodionova et al., 2005;
Newton et al., 2006; De Peinder et al., 2008; OMS, 2008; Anderson, 2009; Van Beek e Montoro,
2009; Ortiz et al., 2013).

O termo “medicamento falsificado”, segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), pode
ser utilizado para descrever o medicamento produzido por alguém, que ndo seja o fabricante
original, plagiando ou imitando um produto auténtico sem autoridade ou direito, visando enganar ou
fraudar a comercializagdo do original. A OMS define como medicamento falsificado aquele no qual

possui alguma alteracdo, de forma deliberada ou fraudulenta, em relacdo a sua origem. A
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falsificacdo aplica-se tanto aos produtos de referéncia quanto aos genéricos, podendo apresentar sua

composicdo correta, alterada ou ndo conter nenhum principio ativo, além de possuir embalagens
falsificadas (Hurtado e Lasmar, 2014; OMS, 2017).

Em regra, tem-se como objeto material do crime de contrabando e/ou falsificacdo a

mercadoria proibida, portanto, em face disso é valido afirmar que tal delito pode ser considerado

pluriofensivo, posto que afetara todos aqueles que se inserirem no conceito de interesse pablico: a

salde, a induastria nacional, 0 meio ambiente e o mercado nacional de bens e servicos (Pdlvora,

2013).

Segundo os o6rgédos regulatérios, varios fatores podem contribuir para a proliferacdo dos

medicamentos falsificados, entre eles:

A falta de uma legislacédo adequada;

Autoridade regulatoria de medicamentos nacional ausente ou com escasso poder;

N&o cumprimento da legislacdo existente;

Sancdes penais ineficazes;

Corrupcao e conflitos de interesses;

TransacOes que incluem muitos intermediarios;

Demanda superior a oferta;

Precos altos;

Falta de regulamentacao nos paises exportadores e dentro das zonas de livre comércio.

Segundo Ortiz e colaboradores (2013), a verificagcdo da falsificacdo de um medicamento

trata-se basicamente da comparacdo entre o produto original ou dados da literatura e o produto

questionado. A falsificacdo é detectada a partir de analise detalhada de diferentes elementos

presentes nas embalagens e na forma farmacéutica, incluindo, assim:

“(1) Exames macroscoOpicos das embalagens e bulas, referentes aos padrdes de impressao,
incluindo fontes e figuras, hologramas e existéncia de tinta reativa. Trata-se de uma
avaliacdo muitas vezes subjetiva e que pode restar prejudicada pelo fato de ndo haver
embalagem em determinada apreensao;

(2) Avaliacdo externa da forma farmacéutica, referentes aos aspectos visuais — podendo
incluir o auxilio de equipamentos de ampliagdo e imageamento — e aspectos tecnologicos —
para o caso de comprimidos incluindo medidas de dimens6es e massa, gerando um perfil
dos aspectos fisicos;

(3) Analises quimicas para caracterizagdo da formulacéo visando identificar ou quantificar
farmacos e adjuvantes tecnoldgicos por sistematicas e técnicas classicas de separacdo e
identificacdo de substancias.

Estes exames sdo executados cronologicamente nesta sequéncia, com comparacdo dos
resultados com o padréo de referéncia ou dados da literatura” (Ortiz et al., 2013, p. 10).
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Apos a apreensdo, a andlise quimica para fins forenses dos medicamentos suspeitos de
serem falsos esta se tornando cada vez mais essencial, pois devido ao cuidado dos falsificadores em
deixar o medicamento o mais parecido com o original, apenas a analise visual torna-se insuficiente.
Para assegurar a identificacdo € importante realizar testes laboratoriais que podem ser néo
instrumentais, como testes colorimétricos e cromatografia em camada delgada, e instrumentais,
como CLAE, Cromatografia Gasosa (CG), Espectrometria de Massas, do inglés Mass Spectrometry
(MS), espectroscopia de Infravermelho (1V), de Ultravioleta (UV) e de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) (Martino et al., 2010).

Os medicamentos para DE estdo entre as versdes que sdo mais falsificadas. Isto pode ser
justificado devido ao sucesso no mercado, 0 alto custo e o constrangimento associado com a
patologia subjacente, 0 que acaba levando muitas vezes as pessoas a recorrerem até a internet para
realizar a compra desses produtos, anonimamente (Holzgrabe e Malet-Martino, 2011).

Similares de SIL estrangeiros, sem registro para comercializagdo em territorio nacional,
também sdo alvo de apreensdes e pericia por parte das forgas policiais, como as amostras uruguaias
Plenovit®, Maxfil®, Sildenafil Lazer® e Libiden® e as paraguaias da linha Pramil® e Erofast® (Ortiz
et al., 2010).

Nesse sentido, Ortiz e colaboradores (2013) e Park e Ahn (2012) relataram em seus estudos
a andlise dos produtos farmacéuticos TAD e SIL falsificados, apreendidos pelas autoridades locais
de seus respectivos paises. Ortiz e colaboradores (2013) realizaram analise envolvendo 39 amostras
falsificadas de Cialis®, onde ficou comprovada a presenca exclusiva de TAD em 9 dessas amostras,
além de 14 conter TAD e SIL simultaneamente, em diferentes propor¢fes. Outras 14 amostras
apresentaram apenas SIL e em suas amostras a associacdo de SIL e Homosildenafil (HSD). Park e
Ahn gquantificaram TAD e SIL em 105 amostras apreendidas para avaliar as concentracdes dos dois
farmacos em medicamentos falsificados. A partir das analises detectaram que cerca de 25%
possuiam tanto TAD quanto SIL na formulacdo e mais da metade destas continham quantidade

maior do que a declarada em suas respectivas embalagens.

3.5 Métodos de determinacgdo para Tadalafila e Sildenafila

Na literatura podem ser encontrados estudos de determinacdo qualitativa ou quantitativa
relacionados aos compostos TAD e SIL em associacdo. No que diz respeito ao desenvolvimento de
método indicativos de estabilidade, encontram-se apenas trabalhos que abordam os farmacos de

maneira isolada ou associadas a outros farmacos. Os principais métodos indicativos de estabilidade
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desenvolvidos para determinar TAD e SIL isoladamente presentes na literatura estdo apresentados a
sequir.

Dinesh e colaboradores (2002), desenvolveram método indicativo de estabilidade
considerado simples, preciso e sensivel, utilizando CLAE para determinar SIL na matéria-prima
(MP) e na forma farmacéutica comprimidos. O método empregou as seguintes condicGes
cromatograficas: fase movel constituida de dgua e acetonitrila na proporcao de 48:52 (v/v); fluxo de
1 mL/min; coluna cromatografica C1g (250 mm x 4,6 mm, 5 um); detec¢do UV no comprimento de
onda 245 nm.

Outra metodologia indicativa de estabilidade por CLAE foi desenvolvida por Reddy e
Reddy (2008) para a determinagdo de SIL em formula¢Ges farmacéuticas e plasma humano. A
separacao cromatogréafica foi obtida isocraticamente utilizando coluna cromatogréafica C1g (150 mm
x 4,6 mm, 5 um), fase movel constituida de acetonitrila e tampéo fosfato pH 7,0 (70:30, v/v), fluxo
de 0,8 mL/min e deteccdo UV a 228 nm. O método desenvolvido apresentou ser preciso, linear,
sensivel, especifico e robusto, demonstrando capacidade para ser aplicado em analises de rotina que
envolvem SIL tanto em formas farmacéuticas, quanto em plasma humano.

Um método analitico indicativo de estabilidade por CLAE desenvolvido por Rao et al.
(2008) foi empregado para determinar quantitativamente TAD em MP e em formas farmacéuticas,
na presenca de produtos degradacdo. Os autores utilizaram as seguintes condi¢fes cromatograficas:
coluna Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 pum); fase movel constituida pela mistura da solucdo A e B
(solucdo A — tampao fosfato pH 2,5 e acetonitrila 20:80, (v/v); solucdo B — agua e acetonitrila
20:80, (v/v)), eluida em gradiente definido como: tempo (minuto)/% de solugdo B: 0/20, 5/20,
30/90, 32/90 e 35/20, com o fluxo de 1,0 mL/min e o comprimento de onda para detec¢do de 220
nm. TAD foi submetida a diferentes condi¢cdes de estresse conforme os pardmetros descritos no
International Conference on Harmonisation (ICH). Verificou-se degradacdo na condicdo hidrolitica
e em certa medida em condicGes de estresse oxidativo, enquanto que o farmaco foi considerado
estavel ao estresse térmico e fotolitico, quando exposto a luz UV (1,2 milhdes de lux/h). O
comprimento de onda utilizado néo foi descrito pelos autores. O farmaco foi particularmente labil
sob condigdes hidroliticas alcalinas. O método cromatografico comprovou ser simples, linear,
preciso, exato e especifico.

Reddy e colaboradores (2010) desenvolveram metodologia indicativa de estabilidade para
determinacdo de TAD em formulagdes farmacéuticas utilizando CLAE. Foram empregadas as
seguintes condi¢bes cromatograficas: coluna cromatogréfica C1g (150 mm x 4,6 mm, 5 um), fase

movel contendo acetonitrila e tamp&o de fosfato (pH 7,0) na proporcdo 60:40 (v/v), a temperatura
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ambiente. A taxa de fluxo foi mantida a 0,8 mL/min e o comprimento de onda para determinacdo foi
de 262 nm. O método descrito foi linear, preciso, robusto, sensivel e especifico.

Além dos métodos desenvolvidos para determinacdo dos farmacos isolados, encontram-se
na literatura algumas técnicas para avaliacdo de TAD e SIL em associacao ou associacdo com outros
ativos. Ortiz e colaboradores (2010) desenvolveu e validou método envolvendo cromatografia
liquida de ultraeficiéncia (CLUE) para a determinagdo simultanea de TAD e SIL. As condicGes
cromatograficas utilizadas no estudo foram as seguintes: coluna cromatografica Acquity® UPLC
BEH Cis (2,1 mm x 50 mm, 1,7 um), eluigdo isocratica com fase movel composta por tampao de
fosfato de pH 2,3 e acetonitrila na proporcao de 65:35 (v/v) e fluxo de 0,7 mL/min. O método
também foi considerado répido, bem como especifico, linear, preciso e exato na determinacdo dos
farmacos em comprimidos.

Park e Ahn (2012) desenvolveram metodologia por CLAE para analise simultanea de SIL e
TAD em amostras falsificadas. Os seguintes parametros cromatograficos foram empregados: coluna
cromatografica Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 um); fase movel constituida por acetonitrila e acido
fosforico a 0,1% contendo acido hexanosulfénico de sodio a 0,1%, na proporcdo de 30:70 (v/v). O
fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min, volume de injecdo de 10 pL e deteccdo em 294 e 285 nm para
SIL e TAD, respectivamente.

Ortiz e colaboradores (2013) realizaram trabalho tracando o perfil quimico qualitativo e
quantitativo para 65 amostras de medicamentos falsificados (Viagra® e Cialis®). As amostras foram
analisadas em CLUE-DAD e acoplado a espectrometro de massas com ionizacao por eletrospray.
As condicdes cromatogréficas foram as seguintes: coluna Cig (2,1 pm x 50 mm x 1,7 pum); fase
movel composta por acido férmico 0,1% e acetonitrila, na propor¢do de 70:30 (v/v); o fluxo
isocratico com eluicdo de 0,7 mL/min. Na maioria dos casos ficou evidente a presenca de TAD e
SIL em concentracdes além das especificadas nas embalagens.

Patel e Patel (2014) desenvolveram metodologia por CLAE simples, rapida e seletiva, com o
objetivo de determinar, simultaneamente, Ambrisentana (AMB) e TAD nas dosagens de 10 mg e 40
mg, respectivamente, em amostras comerciais. A separacdo cromatografica ocorreu nas seguintes
condi¢es: coluna Cig Hypersil GOLD (150 mm x 4,6 mm, 5 um); fluxo de 0,5 mL/min, fase mével
composta por metanol, agua e acetonitrila nas proporcdes 40:40:20 (v/v/v); a detecgdo foi obtida
atraves do comprimento de onda de 260 nm. AMB apresentou tempo de retengcdo em 2,80 minutos,
enquanto que TAD em 7,10 minutos. O estudo de degradacdo forcada foi realizado da seguinte
maneira: degradacgdo &cida utilizando HCI 1 mol/L em refluxo durante 6 h; degradagdo basica com
NaOH 1 mol/L com o tempo de exposicdo de 24 h; degradagdo hidrolitica utilizando &4gua em

refluxo por 12 h; degradagdo oxidativa utilizando H>0. 30% durante 3 dias; e a degradacgao
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fotolitica realizada por exposic¢do ao sol do verdo ao longo de 6 h. A confiabilidade e desempenho
analitico do método proposto foram validados com relacdo a linearidade, precisdo, exatiddo,
especificidade, robustez, limite de deteccdo e limite de quantificacdo. O método mostrou ser
indicativo da estabilidade, apresentando a capacidade em determinar os farmacos na presenca dos
produtos de degradacdo formados a partir da degradacdo forgada em condigdes acida, basica,
oxidativa e fotolitica.

Outro método analitico foi desenvolvido por Fidan e Bakirdere (2016) para a determinacao
qualitativa e quantitativa simultanea de SIL e TAD em produtos licitos, falsificados e amostras de
aguas residuais. A separacdo cromatografica dos dois analitos foi obtida em coluna C1g (250 mm X
4,6 mm, 5 um), fase mével constituida por tampéo fosfato pH 6,0 e acetonitrila (35:65, v/v), fluxo
isocratico de 1,0 mL/min. O método desenvolvido cumpriu com todos os parametros de validacéo,
além de ser considerado simples, rapido, sensivel e barato, podendo ser utilizado no controle de

qualidade de rotina.

3.6 Validacédo de Métodos Analiticos

A validacdo de metodologias analiticas trata-se de um processo que possui uma grande
importancia no que diz respeito ao controle de qualidade de medicamentos, pois a partir dela pode-
se garantir que o novo método desenvolvido fornece informacdes confidveis sobre a amostra em
estudo (Da Silva et al., 2007). O processo de validacdo tem a finalidade de demonstrar que o
método desenvolvido é apropriado para a finalidade pretendida, devendo garantir, por meio de
estudos experimentais, o cumprimento das exigéncias de aplicacGes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados (Brasil, 2017).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da RDC n°
166/2017 determina que, no caso de metodologia analitica ndo descrita em Farmacopéias ou
formularios oficiais devidamente reconhecidos, a metodologia sera considerada validada desde que
sejam avaliados e observados o0s seguintes parametros: seletividade, linearidade, intervalo,
repetibilidade, precisdo intermediéria, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, exatiddo e
robustez (Brasil, 2017).

3.7 Estabilidade de Medicamentos

O produto farmacéutico é considerado estavel durante o periodo no qual mantém as

caracteristicas fisicas e quimicas correspondentes a etapa de sua producdo. Contudo, alguns fatores
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ambientais como temperatura, umidade e luz, bem como, aspectos oriundos das propriedades fisico-
quimicas de todas as substancias envolvidas tanto na composi¢do da forma farmacéutica, como nos
materiais de embalagem, podem influenciar na estabilidade de um medicamento (Carstensen e
Rhodes, 2000; Gennaro, 2000; Brasil, 2005).

A estabilidade de um produto farmacéutico pode ser diretamente afetada a partir da
degradacdo dos compostos presentes em sua formulagdo, o que pode ocasionar vérias alteracdes em
suas propriedades fisico-quimicas, microbiologicas, terapéuticas e toxicoldgicas, assim como pode
levar também a reducdo ou aumento da sua atividade, alteracdo da biodisponibilidade, perda da
uniformidade de dose, perda da qualidade microbioldgica, formacdo de produtos de degradacédo
toxicos ou potencialmente nocivos (Carstensen e Rhodes, 2000; Brasil, 2005).

Os estudos de estabilidade sdo realizados com o objetivo de prever, determinar ou
acompanhar o prazo de validade de produtos farmacéuticos, além de serem utilizados para que seja
obtida uma melhor compreensdo em relacdo ao mecanismo de degradacgéo e estimativa da data de
validade das substancias. Nesse sentido, a funcdo atribuida aos estudos de estabilidade de
medicamentos e insumos é de grande importancia, visto que eles contribuem diretamente na
qualidade dos produtos farmacéuticos desde o processo de producéo até o produto final (ICH, 2003;
Brasil, 2005; Malesuik et al., 2007; Sinko e Gonzales Ortega, 2008). No Brasil, os estudos de
estabilidade sdo regulamentados pela ANVISA, através da RE n° 1 de 2005, onde sdo classificados
como: acelerado, de longa duracdo e de acompanhamento. Os estudos de estabilidade acelerada sao
praticados sob condi¢cdes forcadas de armazenamento, durante 6 meses; os de longa duracdo
realizados sob condi¢cBes de armazenamento, por um periodo de 2 anos; e 0s estudos de
acompanhamento visam evidenciar a integridade fisico-quimica e microbioldgica do medicamento,
por um periodo maior que 2 anos (Brasil, 2005). Para a realizacdo de estudos de estabilidade os
produtos farmacéuticos sdo colocados em camaras climaticas sob condicdes que obedecem as
normas internacionais (controle de temperatura, umidade e intensidade luminosa). As amostras sdo
analisadas em diferentes tempos de exposi¢cdo, sendo possivel realizar os ensaios de doseamento,
quantificacdo de impurezas conhecidas e desconhecidas, dissolucdo e pH, entre outros (ICH, 2003;
Brasil, 2005).

Afim de avaliar os resultados oriundos dos testes de estabilidade, deve-se utilizar um
método indicativo de estabilidade. Sabe-se que atualmente ndo existem estudos registrados na
literatura relacionados a métodos indicativos de estabilidade de TAD e SIL associados, visto que
essa combinacdo ndo é autorizada para o consumo. Os principais estudos abordam os farmacos de
maneira isolada, ou em associagdo com um composto diferente, portanto, hd uma grande

necessidade em desenvolver metodologias para TAD e SIL associados na formulagéo, visto que esta
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situacdo é comumente evidenciada em medicamentos falsificados (Ortiz et al., 2010; Park e Ahn,
2012).

3.8 Degradacdo Forcada

Com o objetivo de propor metodologias analiticas in-dicativas de estabilidade, bem como
avaliar a estabilidade do produto farmacéutico durante seu desenvolvimento, sdo realizados testes
de degradacdo forcada. O intuito destes testes é avaliar a exposicdo do farmaco sob condicgdes
extremas (estresse térmico, hidrélise em meio alcalino e &cido, oxidacdo, exposi¢des a ions
metalicos e fotdlise), colaborando para identificacdo de provaveis produtos de degradacdo dos
farmacos e suas possiveis rotas de degradacdo (ICH, 2003; Brasil, 2012).

A ANVISA por meio da RDC n° 53 de 2015, regulariza a verificacdo de produtos de
degradacdo em medicamentos, na qual estabelece pardmetros para notificacdo, identificagdo e
qualificacdo dos produtos de degradacdo formados ao longo do prazo de validade do produto
farmacéutico (Brasil, 2005). Além disso, os estudos de degradacdo forcada contribuem para a
obtencdo de dados cinéticos a respeito da decomposicdo do farmaco (Sinko e Gonzales Ortega,
2008).

3.9 Degradacdo Fotolitica da Tadalafila e Sildenafila

O uso de energia luminosa como fator desencadeante de reacGes quimicas € uma condicéo
utilizada em estudos de degradacdo forcada em medicamentos. As reagdes fotoliticas ou
fotodegradacdes tém inicio apos a absorcdo da radiacdo Ultravioleta/Visivel (UV/VIS), que devido
a alta energia luminosa, pode ocasionar na clivagem de muitas ligagdes quimicas promovendo a
ativacdo de reacOes de degradagédo de farmacos (Moriwaki et al., 2001).

De acordo com Carstensen e Rhodes (2000), as substancias cujos maximos de absorcéo
encontram-se mais proximo a luz visivel serdo mais fotolabeis, como por exemplo, farmacos que
possuem oxigénio, nitrogénio ou enxofe em suas moléculas. Compostos que apresentam grupos
croméforos como nitro, nitroso, cetona, sulfona, duplas e triplas ligagdes também serdo mais
sensiveis a radiacdo luminosa, sendo diretamente proporcional ao numero de grupos presentes na
molécula. Nas estruturas quimicas de TAD e SIL estdo presentes alguns elementos como oxigénio,
nitrogénio e ligacbes duplas. Esses fatores sugerem predisposicdo dos farmacos em estudo a

fotodegradacao.
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Alguns estudos encontrados na literatura avaliaram o comportamento de TAD e SIL na
presenca da luz como parte do desenvolvimento de métodos analiticos indicativos de estabilidade.

Reddy e colaboradores (2008) desenvolveram metodologia indicativa de estabilidade para
determinacdo de TAD utilizando CLAE em formulacbes farmacéuticas e plasma humano, onde
foram realizados estudos de hidrélise, oxidagdo, fotdlise e degracdo térmica. Para o teste de estresse
fotolitico, a solucdo de TAD dissolvida em metanol foi exposta diretamente a luz solar, durante 8
horas. Os autores verificaram que o farmaco quando exposto a luz solar e ao estresse térmico ndo
apresentou degradacdo, nas condicdes testadas. Porém quando submetido as situacdes de hidrolise
acida e basica houve degradacédo de 25 a 30% do farmaco.

No estudo realizado por Rao e colaboradores (2008) a TAD foi submetida a variadas
condicdes de estresse (oxidacao, hidrélise em meio alcalino e em meio acido, fotdlise e calor). No
teste de estresse fotolitico a TAD, solubilizada em &gua:acetonitrila 1:1 (v/v), foi exposta a luz UVA
(1,2 milhdes de lux/h) e ndo apresentou formacao de produtos de degradagéo.

Satheesh e colaboradores (2013) realizaram estudo para a determinagdo simultanea da TAD
e suas impurezas de degradacdo por CLUE. O farmaco foi exposto a diferentes condicdes de
estresse, entre elas a exposicdo a radiacdo luminosa UV. Nado ocorreu degradacdo fotolitica da
TAD, nas condigdes testadas.

Patel e colaboradores (2014) desenvolveram estudo indicativo de estabilidade para
determinacdo de TAD e AMB por CLAE. O método demostrou ser indicativo da estabilidade,
apresentando a capacidade em determinar os farmacos na presenca dos produtos de degradacédo
formados em condicbes &cida, basica e oxidativa. Na condicdo fotolitica, os farmacos foram
expostos a luz solar por 6 horas, onde néo foi observada degradacéo.

Rajyalakshimi e colaboradores (2013) efetuaram estudo de método indicativo de
estabilidade para determinacdo simultdnea de SIL e Duloxetina em comprimidos por CLAE. Os
farmacos foram submetidos a diferentes condicBes de estresse (oxidacao, hidrélise em meio alcalino
e acido, fotodegradacéo e degradacéo térmica). Para o teste de fotodegradacédo, as amostras de SIL e
Duloxetina foram expostas a radicdo UVA (354 nm), durante 1 hora. Nesta condi¢cdo ocorreu
degradacédo de 11% para ambos os farmacos.

Almeida (2016) desenvolveu estudo indicativo da estabilidade de SIL por CLUE. O farmaco
foi submetido as seguintes condi¢cOes de estresse: degradacdo fotolitica, térmica, oxidativa, acida e
basica. Na degradacéo fotolitica, a SIL foi exposta a radiagdo UVC (254nm), apos ser solubilizada
em agua e metanol. Verificou-se que a solugdo aquosa de SIL, quando exposta a radia¢do durante 5
horas apresentou degradacédo de 63% do farmaco. Porém, quando a solu¢do metandlica foi exposta a

radiacdo, durante 2 horas, o farmaco degradou 76,3%. Os autores constataram que a fotodegradacéo
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da SIL € influenciada pelo solvente utilizado e que a velocidade de degradacdo da solugdo
metandlica de SIL foi maior do que a solucéo aquosa.

Tambe e colaboradores (2016) realizaram estudo para determinacdo simultanea de SIL e
Dapoxetina por CLUE-MS. Os estudos de degradacdo foram utilizados para demonstrar a
especificidade do método, onde os farmacos foram submetidos ao estresse acido, basico, térmico e
fotolitico. Os farmacos em solucdo metandlica foram expostos a radiacdo UV a intensidade de 1,2

mLux.h, ndo ocorrendo degradacdo do farmaco.

3.10 Cinética de Degradacao

Os produtos farmacéuticos sofrem reacGes de degradacao as quais ocorrem em velocidades
definidas e sdo, em sua maioria, de natureza quimica podendo ser aceleradas pelo aumento da
temperatura. Este processo faz com que a avaliacdo da cinética de degradacdo de farmacos se trate
de um estudo importante, pois é a partir dele que sera possivel propor um mecanismo de reacéo,
assim como estabelecer condi¢cdes para auxiliar na obtencdo de formulagbes mais estaveis
(Carstensen e Rhodes, 2000).

Em relacdo aos estudos sobre a velocidade de uma reacdo, sabe-se que ela é expressa como a
descricdo da concentracdo do farmaco com relagdo ao tempo. Os estudos de cinética de reacdo tem
como o0 objetivo a avaliacdo da velocidade de alteracdo quimica e a forma pela qual a mesma é
influenciada (Ansel et al., 2007).

As reagdes de degradacdo de produtos farmacéuticos geralmente sdo determinadas
graficamente e expressas como sendo de ordem zero, as quais relacionam a concentracdo do
farmaco em funcdo do tempo, onde a taxa de degradacdo é independente da concentracdo dos
reagentes e constante em relacdo ao tempo. As reacBes de primeira ordem associam o logaritmo da
concentracdo em fungdo do tempo, onde a degradacdo do farmaco é diretamente proporcional a
concentracdo do reagente. Nas reacOes de segunda ordem considera-se o inverso da concentracao
em funcdo do tempo e a velocidade de reacdo quimica e proporcional ao produto das concentragdes
de dois reagentes ou a segunda poténcia de um deles. A representacdo grafica que fornecer o
coeficiente de correlacdo mais proximo a unidade é a que define a ordem de reacdo (Carstensen e
Rhodes, 2000; Lachman et al., 2001; Aulton, 2005; Watson, 2005; Ansel et al., 2007).

Os resultados dos estudos cinéticos podem ser expressos em termos de constante de reacao
(k), a qual proporciona uma relacdo entre a velocidade e concentragdo, dependendo também da
ordem de reacdo e tempo de meia vida (ti2), isto €, 0 tempo necessario pra que a concentracdo do

farmaco se reduza a metade do valor inicial. O toow indica 0 tempo necessario para que ocorra uma
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reducdo de 10% da concentracéo inicial do farmaco. (Carstensen e Rhodes, 2000; Gennaro, 2000;
Sinko e Gonzales Ortega, 2008).
Os modelos cinéticos que expressam o0s estudos cinéticos de degradacao, sdo representados

pelas equacgdes descritas a seguir:

Reacéo de ordem zero C=Co—k.t tooss = 0,1 Co/k  t1p=Co/2 .k 1)
Reacdo de primeiraordem InC=-k.t+InCo  tooss =IN0,90/k t12=InCo.2/k (2)
Reacdo de segundaordem 1/C=1/Co+k.t tooss =1/9. Kk Co  tip=1/k.Co (3)

Onde: (Co) € a concentragdo dos regentes no tempo zero, (C) é a concentragdo ap0s 0 tempo

de reacdo (t) e (k) € a constante de volocidade de reacdo (Gennaro, 2000; Aulton, 2005).

3.11 Estudos de Toxicidade

Os o6rgdos regulatérios nacionais e internacionais recomendam a avaliagdo do potencial
genotoxico/mutagénico para anélise e registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos, visto
que estes testes sdo capazes de detectar compostos que induzem danos genéticos de forma direta ou
indireta por diversos mecanismos (Ribeiro, 2003; Aquino, 2010).

Os estudos de toxicidade se fazem necessarios para que sejam investigados os efeitos que as
substancias analisadas podem vir a oferecer a salide da populacdo. Assim, testes in vitro que
avaliem a citotoxicidade (Viabilidade Celular — Teste de Azul de Tripan), a genotoxicidade (indice
de Dano ao DNA — Ensaio Cometa) e a mutagenicidade (indice de Divisdo Celular — Teste de
Micronucleo) sdo fundamentais no sentido de averiguar preliminarmente o potencial toxicoldgico
de determinada substancia (Aquino, 2010).

Ensaios que estudam a viabilidade celular, como Teste de Azul de Tripan, sdo muito
empregados para avaliar a citotoxicidade de determinado produto. O teste se baseia na capacidade
do corante utilizado corar apenas células mortas pelo agente em teste. As células apresentam as
membranas danificadas pelo agente e assim o fluxo de corante ocorre para o interior da celula,
apresentando coloracdo azul. Ja as células vivas ndo permitem a passagem do corante e, logo, ndo
adquirem coloracdo (Alves et al., 2010).

O Teste do Micronucleo consiste em um teste rapido e simples que detecta perdas e quebras
cromossOmicas, sendo, desta forma, indicado para avaliar efeito mutagénico (Ribeiro, 2003). Os
micronucleos sdo cromossomos inteiros ou fragmentos cromossdémicos que néo foram incorporados
no nucleo da célula filha durante a divisdo celular, em decorréncia de danos induzidos nas células
parentais. Encontram-se no citoplasma como um fragmento redondo ou oval como um pequeno

micronucleo contendo DNA, no entanto, sem qualquer relacdo com o nucleo principal, mas que
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indica fortes evidéncias de genotoxicidade, ou seja, capacidade do agente testado de induzir danos
cromossémicos estruturais e/ou numeéricos, 0s quais estdo associados com o surgimento e/ou
progressao de tumores e com efeitos reprodutivos adversos (Ribeiro, 2003; Jacobowski, 2009). O
teste do micronucleo difere do ensaio cometa no tipo de alteracdo detectada no DNA. O primeiro
detecta lesdes irrepardveis, enquanto o segundo detecta lesbes primarias, que sdo passiveis de
corregdo (Valentin-Severin et al., 2003).

O Ensaio Cometa é um método bastante simples, sensivel, rapido e de baixo custo para
deteccdo de quebras nas fitas de DNA e estudos de reparo do DNA. O principio do método proposto
por Ostling e Johanson (1984), é que o DNA sendo organizado em grandes estruturas enoveladas
quando separadas por quebras na dupla-fita de DNA, migram para o anodo através da eletroforese.
O termo cometa refere-se justamente a este procedimento, que envolve a aplicacdo de corrente
elétrica nas células e resulta no transporte de fragmentos de DNA para fora dos nucleos, lembrando
um cometa com uma cabeca e cauda. Em resumo, esta técnica permite avaliar os danos no DNA de
células individuais causados pela substancia teste (Tice et al., 2000; Freitas, 2007; Aquino, 2010).

Apesar de TAD e SIL estarem presentes ha muito tempo no mercado farmacéutico, com os
seus respectivos potenciais toxicos devidamente conhecidos, é de grande importancia avaliar o

comportamento de ambos quando associados e, ainda, na presenca de seus produtos de degradacao.



33

4 ARTIGO

Os resultados e discussdes serdo apresentados de acordo com as normas da revista cientifica

Quimica Nova, apresentadas em anexo.
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DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO INDICATIVO DE ESTABILIDADE
PARAANALISE SIMULTANEA DE TADALAFILAE SILDENAFILA, CINETICA DE
FOTODEGRADACAO E ESTUDO TOXICOLOGICO

DEVELOPMENT OF A STABILITY-INDICATING LC METHOD FOR SIMULTANEOUS
DETERMINATION OF TADALAFIL AND SILDENAFIL, PHOTODEGRADATION KINETIC
AND TOXICOLOGY STUDIES

A stability-indicating HPLC method was developed for the simultaneous determination of tadalafil
(TAD) and sildenafil (SIL) using Cig column (250 x 4.6 mm, 5 pm). The mobile phase was
composed of Solution A and Solution B (30:70, v/v). The solution A contains acetonitrile:water
(80:20, v/v) and solution B methanol:0.3% triethylamine, pH 7.5 (57:43, v/v). Detection was
achieved at 284 nm, for TAD, and 292 nm, for SIL. The photodegradation Kkinetics were evaluated
using the solvents methanol and methanol:acetonitrile (50:50, v/v), in a photostability chamber
equipped with a UVA lamp, for 275 min. Toxicity studies of photodegraded and non-degraded
drugs were performed by in vitro cytotoxicity, mutagenicity and genotoxicity tests. The method was
considered specific, linear, precise, accurate, robust, and sensitive. In the photodegradation kinetic
studies, the drugs showed a first-order reaction when isolated, and zero-order when associated.
Toxicological tests demonstrated that the photodegraded drugs decreased cell viability in compared
to non-degraded drugs, suggesting cytotoxic activity. It was not observed mutagenic activity under
the conditions tested. Photodegraded drugs when associated showed DNA damage index,

suggesting genotoxic effects.

Key words: drug counterfeiting, tadalafil, sildenafil, stability, toxicity.
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), medicamento falsificado consiste em um
produto embalado e etiquetado indevidamente de maneira deliberada e fraudulenta, o qual pode
apresentar sua identidade e/ou origem alterada. Essa préatica de contrafacgdo engloba tanto produtos
de referéncia quanto similares ou genéricos, podendo inclusive ocorrer casos de producdo com
composicao similar aos auténticos, sem componentes ativos, com componentes ativos insuficientes
ou outros farmacos no lugar dos ativos adequados. *

Entre os anos 2000 e 2006, casos de falsificacdo de medicamentos apresentaram aumento de
aproximadamente 800%. Dentre os medicamentos comercializados mundialmente 10% s&o
falsificados, evidenciando o crescimento exponencial de 13% desse mercado ilicito que possuli
receitas de 75 bilhdes de dolares. De acordo com a OMS, a falsificacdo de produtos farmacéuticos
pode atingir 20% em paises da extinta Unido Soviética e mais de 30% em algumas localidades da
América Latina, Sudeste Asiatico e Africa Subsaariana. O indice de medicamentos falsos
apreendidos no Brasil cresceu de 500 mil unidades em 2008, para 18 milhdes de unidades em
2010.2° O fato de gerar muito lucro torna essa atividade ilegal presente nos paises em
desenvolvimento e, também, nos desenvolvidos. Isso pode ocasionar prejuizos para salde da
populagdo, visto que a utilizagdo desses produtos pode resultar em um tratamento ineficaz ou,
ainda, propagar a resisténcia microbiana e parasitaria podendo levar & morte nesses casos. >*

A falsificacdo de medicamentos abrange uma ampla gama de classes terapéuticas como
antimaldricos, antibidticos, antineoplésicos, entre outros. Em geral, os produtos farmacéuticos com
maiores indices de falsificacdo, também, sdo os mais requisitados pela populagdo. Dentre 0s
medicamentos apreendidos no Brasil encontram-se os anabolizantes, anorexigenos, os citostaticos e,
em sua maioria, 0s utilizados no combate a disfuncéo erétil (DE), mais especificamente, a tadalafila
— TAD (Cialis®) e a sildenafila — SIL (Viagra®), representados pelas suas estruturas quimicas na

Figura 1.3°
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Figura 1. Estruturas quimicas de tadalafila (A) e sildenafila (B).

Segundo a OMS, séo muitos os riscos inerentes aos produtos falsificados que podem
acarretar em intoxicagdes e agbes farmacoldgicas desconhecidas.®® O fato das normas preconizadas
pelas Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF) ndo serem seguidas em nenhum momento da obtencao
desses produtos, o deseconhecimento de procedéncia das matérias-primas e a falta de controle da
producdo, aliado ao transporte e armazenamento inadequados, aumentam a probabilidade de riscos
a saude da populacdo. Os métodos utilizados para transportar mercadorias clandestinas consistem
nos mais variados, porém sabe-se que é pouco provavel que haja qualquer controle de temperatura,
luz e umidade que possam assegurar a integridade dessas substancias. Com isso, as chances de que
ocorram degradacBes nos componentes dessas formulacBes sdo maiores, além de aumentar a
preocupacdo com a toxicidade dos provaveis produtos de degradacdo que possam se formar nessas
composicoes falsificadas.®

Estudos realizados por diferentes autores relatam a presenca simultanea de TAD e SIL em
amostras falsificadas de Cialis®.>’ No entanto, o foco principal desses trabalhos foi o
desenvolvimento de métodos de quantificacdo para 0s compostos em associacao, havendo, portanto,
a possibilidade de expandir esses estudos no sentido de desenvolver um método indicativo de
estabilidade para TAD e SIL associadas.

Tornam-se, também, necessarios estudos referentes ao perfil de degradacdo dos farmacos
frente a diferentes condi¢es de armazenamento, bem como, dados sobre a seguranca biologica dos
farmacos degradados, visto que a literatura atual carece de informacdes sobre a toxicidade desses
dois farmacos associados e de seus produtos de degradagéo.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar método
indicativo da estabilidade por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), para determinacao
simultdnea de TAD e SIL, avaliar a cinética de fotodegradacdo e realizar estudos toxicologicos

preliminares sobre a seguranca bioldgica dos farmacos isolados e associados, ndo degradados e
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fotodegradados. Os resultados obtidos poderdo servir de suporte para os laboratérios de inteligéncia

forense, bem como, alertar a populacéo sobre o risco que existe em consumir produtos falsificados.

EXPERIMENTAL

Produtos quimicos e reagentes

TAD usada como substancia quimica de referéncia (SQR), com teor declarado de 98%, foi
gentilmente cedida pela industria farmacéutica Multilab® - Takeda Company (S&o Jerdnimo -
Brasil). SIL utilizada como SQR, com teor declarado de 98% foi adquirida comercialmente (Galena
Quimica e Farmacéutica Ltda., Brasil). Os reagentes utilizados foram acetonitrila (grau CLAE,
Tedia, Estados Unidos da América), acido o-fosférico (Merck, Alemanha), trietilamina (Merck,
Alemanha), alcool metilico (grau CLAE, Merck, Alemanha), &lcool metilico (Neon Comercial
Ltda., Brasil), acido cloridrico 37% (Neon Comercial Ltda., Brasil), peréxido de hidrogénio 30%
(Fmaia Industria e Comério Ltda., Brasil), hidroxido de sodio (grau P.A., Dindmica Quimica
Contemporanea Ltda., Brasil) e agua ultra-pura, obtida pelo sistema Direct-Q UV 3 Milli-Q®

(Merck Millipore, EUA). Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

Equipamentos e condi¢bes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo liquido Shimadzu (LC-20AT
Prominence), com sistema dotado de bomba quaternaria, amostrador automatico, detector de arranjo
de fotodiodo (DAD), degaseificador e controlador (Shimadzu, Kyoto, Japan). Coluna Hypersil® Cis
(250 mm x 4,6 mm, 5 um) foi utilizada para as separacGes cromatograficas. A fase maével foi
composta por solugdo A e Solugdo B (30:70, v/v). A solugdo A compreende acetonitrila:dgua
(80:20, v/v) e a solucdo B metanol:trietilamina 0,3% pH 7,5, ajustado com acido o-fosforico (57:43,
vIv). A eluicéo foi isocratica com vazéo de 1,0 mL min*e o volume de inje¢do empregado foi de 20
pL. Os componentes da fase movel foram filtrados sob vacuo, através de membrana de nylon com
didmetro de 47 mm e poro de 0,45 um (Millipore, Billerica, MA, EUA). A temperatura de analise
foi de 25 °C, com detecgdo em 284 nm para TAD e 292 nm para SIL.

O estudo de fotodegradacdo foi realizado em cémera de fotoestabilidade espelhada
internamente (0,16 x 0,16 x 1 m — largura x altura x comprimento), com fonte de luz UVA (360 nm

30W/G30 T8, Philips, Amsterdam, Holanda). As amostras foram expostas em cubetas descartaveis
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de quartzo com 1 cm de percurso Optico, a distancia de 10 cm da fonte de luz, com temperatura
controlada.

Preparo da solucdo SQR de TAD e SIL

Transferiram-se 12,5 mg de TAD SQR e 50 mg de SIL SQR para baldo volumétrico de 50
mL, com o auxilio de 40 mL de metanol. A mistura resultante foi sonicada durante 20 minutos, e 0
volume final completado com o mesmo solvente, seguido de homogeneizacdo. Retirou-se aliquota
de 1 mL para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com o mesmo solvente, a fim

de obter-se concentracdes finais de 25 pg mLt de TAD e 100 pug mL? de SIL.

Preparo das solucGes amostra

A amostra simulada de excipientes (ASE) foi composta do pool dos excipientes descritos na
formulacdo comercial de comprimidos de Viagra® e Cialis®. As concentracdes de cada excipiente
foram determinadas conforme as porcentagens usuais descritas na literatura.”

Para o preparo das amostras simuladas de trabalho (AST) pesaram-se o0 equivalente a 12,5
mg de TAD, 50 mg de SIL e 220 mg ASE e transferiram-se para baldo volumétrico de 50 mL, com
auxilio de 40 mL de metanol. Submetu-se a banho ultrassénico por 20 minutos, completou-se o
volume com o mesmo solvente e homogeneizou-se. Filtrou-se a solucédo resultante em papel filtro,
retirou-se aliquota de 1 mL e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL. Completou-se o
volume com metanol para a obtencio de concentracéo final de 25 ug mL™, para TAD, e 100 pg mL-

! para SIL.

Validacdo do Método Cromatografico

A validacdo do meétodo analitico foi realizada conforme a The United States Pharmacopoeia
(USP 36), International Conference on Harmonisation (ICH) e ANVISA (RDC n° 166/2017),1113
nos seguintes parametros: seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, limite de deteccéao

e limite de quantificag&o.
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Seletividade

A seletividade frente aos excipientes e a capacidade indicativa de estabilidade do método
proposto foram determinadas através da avaliacdo de possivel interferéncia da ASE, bem como dos
provaveis produtos de degradacdo formados na degradacéo forcada, na deteccéo dos farmacos.

Para avaliar a especificade do método frente a possiveis interferéncias, utilizou-se ASE
obtida conforme descrito no subitem Preparo da solugdo amostra.

A capacidade indicativa de estabilidade do método foi realizada avaliando-se a solucao
amostra em relacdo a hidrdlise acida, basica, oxidativa e por fotodegradacéo.

Na hidrélise acida, pesaram-se 6,25 mg de TAD SQR e 25 mg de SIL SQR e transferiram-se
para baldo volumétrico de 25 mL, com o auxilio de 15 mL de metanol. Sonicou-se a mistura
durante 20 minutos e completou-se o volume com HCI 1 mol L A solucio obtida foi
homogeneizada e armazenada em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apds 24 h, transferiu-se 1
mL da solugo para baldo volumétrico de 10 mL, neutralizou-se com NaOH 1 mol L e completou-
se 0 volume com metanol, obtendo-se uma solugio com a concentracdo final de 25 pg mL™* de TAD
e 100 ug mL* de SIL.

Na hidrolise alcalina, 6,25 mg de TAD e 25 mg de SIL foram pesados e transferidos para
baldo volumétrico de 25 mL, com auxilio de 15 mL de metanol. Sonicou-se durante 20 minutos e
completou-se o volume com NaOH 1 mol L. A solucdo obtida foi homogeneizada e armazenada
em temperatura ambiente ao abrigo da luz durante 24h. Aliquota de 1 mL foi transferida para baldo
volumétrico de 10 mL, neutralizada com HCI 1 mol L e o volume completado com metanol,
obtendo-se solugdo com concentragdo final de 25 pg mL™ de TAD e 100 ug mL* de SIL.

Para avaliar o comportamento dos farmacos frente a oxidacdo, pesaram-se 6,25 mg de TAD
e 25 mg de SIL e transferiram-se para baldo volumétrico de 25 mL com o auxilio de 15 mL de
metanol. Sonicou-se essa mistura durante 20 minutos e completou-se o volume com H202 10%. A
solucdo resultante foi homogeneizada e armazenada ao abrigo da luz pelo periodo de 24h em
temperatura ambiente. Aliquota de 1 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL e o
volume completado com metanol, obtendo-se solugdo com concentragdes final de 25 ug mL™ para
TAD e 100 pg mL* para SIL.

Na fotodegradacéo, 6,25 mg de TAD e 25 mg de SIL foram pesados e transferidos para
baldo volumétrico de 25 mL, com o auxilio de 15 mL de metanol. Essa mistura foi submetida ao
banho ultrassdnico durante 20 minutos e seu volume completado com o mesmo solvente. Aliquota
de 1 mL foi transferida para cubetas descartaveis e lacradas. As cubetas foram expostas a luz UV

360 nm durante 60 minutos em camara de fotoestabilidade, a temperatura ambiente. O contetdo das
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cubetas foi transferido para baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado com metanol para
obtengéo de concentragéo final de 25 ug mL™ para TAD e 100 pg mL™* para SIL.

Linearidade

A determinacdo foi realizada pela construgédo de curvas de calibragdo para TAD e SIL. Para
0 preparo da curva de calibracdo de TAD pesaram-se 12,5 mg de TAD SQR e transferiram-se para
baldo volumétrico de 50 mL, com o auxilio de 40 mL de metanol. Apés a solugédo ser submetida a
banho ultrassénico por 20 minutos, o volume foi completado com o mesmo solvente, obtendo-se
solugdo na concentragio de 250 pg mL™? de TAD. Foram transferidas aliquotas para diferentes
balGes volumétricos, diluiu-se com metanol e obtiveram-se as concentracGes finais de 2,5; 10,0;
15,0; 20,0; 25,0; 50,0 e 75,0 ng mL™.

Para o preparo da curva de calibracdo de SIL foram transferidos 25 mg de SIL SQR para
baldo volumétrico de 100 mL, com o auxilio de 90 mL de metanol. Posteriormente, submeteu-se
essa solugdo ao banho ultrassonico durante 20 min e seu volume foi completado com o mesmo
solvente, obtendo-se a concentracdo de 250 pg mL™?. Foram transferidas aliquotas para diferentes
baldes volumétricos, diluiu-se com metanol e obtiveram-se as concentracfes finais de 5,0; 10,0;
15,0; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0 pg mL™.

Os resultados foram plotados em graficos das areas obtidas em funcdo das respectivas
concentracdes de TAD e SIL. A linearidade foi avaliada a partir do coeficiente de correlacédo (r) e
da analise de variancia por ANOVA, onde foi verificada a regressao linear e desvio de linearidade

de trés curvas obtidas em dias diferentes para cada farmaco.

Preciséo

A precisdo do método foi determinada pelos ensaios de repetibilidade (intradia) e precisao
intermediaria (interdia). Para avaliacdo de repetibilidade foram analisadas seis replicatas da solucéo
amostra, preparada conforme descrito no subitem Preparo da solugdo amostra. Os dados para
preciséo intermediaria foram avaliados em dois dias diferentes e os resultados expressos como DPR

de todas as medicdes realizadas.

Exatidao

A exatidao foi determinada em trés niveis de concentracao, através de ensaio de recuperacao
da SQR, ou seja, adicionaram-se quantidades conhecidas da solu¢do de TAD SQR e SIL SQR a
ASE com o objetivo de avaliar a porcentagem de recuperagéo em cada concentragéo.
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Como evidenciado no estudo realizado por Park e Ahn (2012),” a ocorréncia simultanea de
TAD e SIL em formulagdes falsificadas apresentam-se em diversos niveis de concentragdo. Os
comprimidos de TAD tém alteragdes com até ou mais de 100% de SIL. Por esse motivo, foram

preparadas solucBes que representassem essas adulteracdes, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Representacdo de trés niveis diferentes de concentracéo para o ensaio de exatidao.

Solucao* Niveis de concentracao Concentragio TAD - SIL (ug mL™?)
1 Baixa — Alta 10 - 200
2 Média — Média 25 -100
3 Alta - Baixa 50-10
*n=3

Para o preparo da Solucdo 1, pesaram-se 5 mg de TAD SQR, 100 mg de SIL SQR e 220 mg
de ASE, e foram transferidos para baldo volumétrico de 50 mL com auxilio de 40 mL de metanol.
Essa mistura foi submetida a banho ultrassénico por 20 min, completou-se o volume com 0 mesmo
solvente e homogeneizou-se. Filtrou-se a solucdo resultante em papel filtro, retirou-se aliquota de 1
mL e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com metanol para a
obtencdo de concentragdo final de 10 pg mL* de TAD e 200 pug mL™ de SIL.

A Solugéo 2 foi preparada conforme descrito no subitem Preparo de solu¢édo amostra.

A Solucédo 3 foi preparada a partir da pesagem de cerca de 25 mg de TAD SQR, 5 mg de
SIL SQR e 220 mg de ASE, os quais foram transferidos para baldo volumétrico de 50 mL com
auxilio de 40 mL de metanol. Essa mistura foi submetida a banho ultrassénico por 20 min,
completou-se o volume com o mesmo solvente e homogeneizou-se. Filtrou-se a solucgdo resultante
em papel filtro, retirou-se aliquota de 1 mL e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL.
Completou-se o volume com metanol para a obtencéo de concentragdo final de 50 pg mL* de TAD
e 10 ug mL* de SIL.

Robustez
A robustez do método foi determinada pela andlise da solugdo amostra, porém com
mudancas deliberadas nos parametros originais do méetodo, como esta representado na Tabela 2.
Foram selecionados seis fatores e foram avaliados por delineamento fatorial de Plackett-

Burman (n = 12). Calcularam-se o efeito (E) de cada fator e o erro experimental estimado (EE).%*
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Tabela 2. Deliberadas modifica¢des nas condi¢des cromatogréficas seguindo delineamento fatorial
de Placket-Burman para o pardmetro de robustez.

Fatores Condicao cromatografica normal (+)* ()*
pH 7,5 7,7 7,3
Temperatura 25°C 28°C 22°C
Detector 284 — 292 nm 286 — 294 nm 282 — 290 nm
% Acetonitrila 30% 32% 28%
Coluna Hypersil C1s Hypersil C1s Agilent Cys
Vazéo 1,0 mL 1,05 mL 0,95 mL

*Modificagdo com valores superiores (+) e inferiores (-) a0s nominais.

O ensaio de robustez foi realizado a partir da analise da solucdo da AST, em duplicata, para
cada condicdo estabelecida.

A partir da avaliacdo estatistica obteve-se um valor numérico-limite, o qual define se a
modificacdo efetuada acarretou em interferéncia na analise quantitativa. Este valor é geralmente

derivado do método analitico teste t, conforme a Equacao 1.

Equacéo 1:
|E,|

X

" (5B,

t

Onde :
Ex = efeito de cada fator;
SEe = erro experimental estimado.

O efeito é considerado significativo se resultar em t calculado > t critico.

Limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ)

A determinacdo do LD e LQ foi realizada a partir do sinal-ruido da corrida analitica,
verificado através da linha de base, onde as solugdes foram preparadas nas concentragdes calculadas
e avaliadas experimentalmente. O LD foi determinado como sendo a concentracdo correspondente a
3 vezes o sinal-ruido da linha de base. O LQ foi determinado como a concentracdo correspondente a

10 vezes o sinal-ruido da linha de base apresentando preciséao e exatidao.
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Estudo de cinética de fotodegradacéo

A cinética de fotodegradacao foi realizada a partir da anélise de solucdo padrdo de TAD e
SIL em suas formas isoladas e associadas na presenca de diferentes composicdes de solventes
(metanol e acetonitrila).

Pesaram-se 12,5 mg de TAD SQR e transferiram-se para dois balGes volumétricos de 50
mL. Em ambos acrescentaram-se o volume de 25 mL de metanol e, posteriormente, foram
submetidos a banho ultrassénico por 20 minutos. Um dos baldes teve o volume completado com
metanol e o outro com acetonitrila. Ambos foram homogeneizados, obtendo-se a concentracéo final
de 25 pg mLL,

Para a obtengéo da solucdo SIL SQR, foi realizado primeiramente o preparo da Solugéo 1
(S1), onde transferiram-se cerca de 250 mg para baldo volumétrico de 50 mL, ao qual foram
acrescentados 45 mL de metanol. Submeteu-se ao banho ultrassénico por 15 minutos e completou-
se 0 volume com o mesmo solvente. Transferiram-se aliquotas de 10 mL de S1 para dois baldes
volumétricos de 50 mL e adicionou-se 15 mL de metanol. Completou-se o volume de um dos
balées com metanol e do outro com acetonitrila, sendo que ambos atingiram a concentracéo final de
100 pg mLL.

O preparo da solugdo padrdo de TAD e SIL em associacdo foi realizado a partir da
transferéncia de 12,5 mg de TAD SQR para dois bal6es volumétricos de 50 mL, aos quais também
foram acrescentados 15 mL de metanol e 10 mL de S1. As preparacbes foram submetidas ao
ultrassom durante 20 minutos. Completou-se o volume do primeiro baldo com metanol e o do
segundo com acetonitrila. As concentragBes finais obtidas em ambos foram de 25 pg mL*? para
TAD e 100 pug mL™? para SIL.

A partir de cada solucdo obtida, transferiram-se aliquotas equivalentes a 1 mL para cubetas
descartaveis as quais foram devidamente lacradas e transferidas para camara de fotoestabilidade.

O valor obtido para o r mais proximo a unidade foi utilizado para derterminar a ordem de
reacao. Avaliou-se, também, o tempo necessario para que o (s) farmaco (s) atingissem 90% do valor
declarado (teo%) €, ainda, o0 tempo necessario para que o (s) farmaco (s) atingissem 50% do teor
declarado (tsox).

As solucgdes foram expostas a radiagdo UVA nos seguintes intervalos de tempo: 55, 110,
165, 220, 275 minutos (n= 2). Ap6s o tempo decorrido, transferiu-se o conteddo de cada cubeta
para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com metanol e homogeneizou-se. A

concentragéo tedrica final foi de 25 pg mL para TAD e 100 pug mL™ para SIL.
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Estudos de toxicidade

O estudo de toxicidade in vitro foram realizados por meio dos testes de citotoxicidade
(Viabilidade Celular — Teste de Azul de Tripan), mutagenicidade (indice de Divisdo Celular — Teste
de Microndcleo) e genotoxicidade (indice de Dano a0 DNA — Ensaio Cometa).

As seguintes amostras foram preparadas:

e Solucdo TAD referéncia (TR) — 20 mg de TAD SQR foram transferidas para baldo
volumétrico de 50 mL com auxilio de 25 mL de metanol. Posteriormente, a preparacdao foi
submetida ao ultrassom por 20 minutos e, logo apds, o volume foi completado com acetonitrila.
Transferiu-se uma aliquota de 6 mL para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume
com 0 mesmo solvente. Retirou-se uma aliquota equivalente a 3 mL para baldo volumétrico de 100
mL e completou-se o volume com Solugdo Tampéo Fosfato, do inglés, Phosphate Buffered Saline
(PBS). Transferiram-se aliquotas dessa solucdo para tubos falcon contendo meio RPMI 1640,
suplementado com soro fetal bovino e tratado com estreptomicina, atingindo as concentracdes finais
de 0,72 ugmL?, 0,36 pgmL* e 0,18 pg mL ™.

e Solucdo SIL referéncia (SR) — primeiramente realizou-se o preparo da solucdo 1 (S1) de
SIL, onde 154 mg de SIL SQR foram transferidos para baldo volumétrico de 50 mL, com o auxilio
de 45 mL de metanol. Posteriormente, essa preparacdo foi submetida a banho ultrassonico e teve
seu volume completado com o mesmo solvente. Retirou-se aliquota equivalente a 10 mL de S1 e
transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL, ao qual foram acrescentados 15 mL de metanol e o
volume completado com acetonitrila. Uma aliquota equivalente a 6 mL foi transferida para baldo
volumétrico de 10 mL e utilizou-se 0 mesmo solvente para completar o volume. Retirou-se uma
aliquota de 3 mL para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com PBS. Retiraram-
se aliquotas da solucdo para tubos falcon contendo meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal
bovino e tratado com estreptomicina, para se obter as concentragoes finais de 1,0944 pg mL?, 0,55
pugmLte0,28 ug mLt.

e Solucdo TAD e SIL referéncia (T+S) — 20 mg de TAD SQR foram transferidas para baldo
volumétrico de 50 mL, com o auxilio de 15 mL de metanol. Essa preparacdo foi submetida ao
ultrassom durante 20 minutos, acrescentou-se 10 mL de S1 e completou-se o volume com
acetonitrila. Transferiu-se uma aliquota de 6 mL para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o
volume com o mesmo solvente. Aliquota equivalente a 3 mL foi retirada para baldo volumétrico de
100 mL e o volume completado com PBS. Transferiram-se aliquotas da solugédo para tubos falcon
contendo meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino e tratado com estreptomicina, com
0 objetivo de serem obtidas as concentragGes finais de 0,72 pg mL*?, 0,36 ug mL* e 0,18 pg mL*
para TAD e 1,0944 pg mL™, 0,55 ug mL?* e 0,28 pg mL* para SIL.
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e Solucdo TAD degradada (TD) — pesaram-se o0 equivalente a 20 mg de TAD SQR e
transferiram-se para baldo volumétrico de 50 mL, com auxilio de 25 mL de metanol. A preparacéo
foi submetida ao ultrassom por 20 minutos e o volume completado com acetonitrila. Transferiram-
se aliquotas de 1 mL para seis cubetas descartaveis que foram expostas a luz UV 360 nm (30W/G30
T8), por um periodo de 275 minutos, em camara de fotoestabilidade. O contetdo total das seis
cubetas foi transferido para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com acetonitrila.
A partir dessa solucdo, transferiu-se aliquota equivalente a 3 mL para baldo volumétrico de 100 mL
e completou-se o volume com PBS. Retiraram-se aliquotas dessa solucdo para tubos falcon
contendo meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino e tratado com estreptomicina,
atingindo as concentragdes finais de 0,72 pug mL?, 0,36 ug mL* e 0,18 pg mL™.

e Solucdo SIL degradada (SD) — Retirou-se aliquota equivalente a 10 mL de S1 e transferiu-se
para baldo volumétrico de 50 mL, foram acrescentados 15 mL de metanol e completou-se o volume
com acetonitrila. Transferiram-se aliquotas de 1 mL para seis cubetas descartaveis que foram
expostas a luz UV 360 nm (30W/G30 T8), por um periodo de 275 minutos, em camara de
fotoestabilidade. O conteudo total das seis cubetas foi transferido para baldo volumétrico de 10 mL
e completou-se o volume com acetonitrila. A partir dessa solucdo transferiu-se uma aliquota
equivalente a 3 mL para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com PBS.
Transferiram-se aliquotas da solugdo para tubos falcon contendo meio RPMI 1640, suplementado
com soro fetal bovino e tratado com estreptomicina, com o objetivo de obter-se as concentracfes
finais de 1,0944 pg mL?, 0,55 pug mL* e 0,28 pg mL 2.

o Solucdo TAD e SIL degradada (TD + SD) — 20 mg de TAD SQR foram transferidas
para baldo volumétrico de 50 mL, com o auxilio de 15 mL de metanol. Essa preparacdo foi
submetida ao ultrassom durante 20 minutos, acrescentou-se 10 mL de S1 e completou-se o volume
com acetonitrila. Transferiram-se aliquotas de 1 mL para seis cubetas descartaveis que foram
expostas a luz UV 360 nm (30W/G30 T8), por um periodo de 275 minutos, em camara de
fotoestabilidade. O conteudo total das seis cubetas foi transferido para baldo volumétrico de 10 mL
e completou-se o volume com acetonitrila. A partir dessa solucdo transferiu-se aliquota equivalente
a 3 mL para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com PBS. Aliquotas dessa
solugéo foram transferidas para tubos falcon contendo meio RPMI 1640, suplementado com soro
fetal bovino e tratado com estreptomicina, para obter-se as concentracdes finais de 0,72 pg mL™,
0,36 ug mL* ¢ 0,18 pg mL* para TAD e 1,0944 pg mL™, 0,55 pg mL* e 0,28 pug mL* para SIL.

Neste ensaio, utilizou-se 0 meio base RPMI 1640 como controle negativo e Bleomicina (3

ug mL™1) como controle positivo.
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A citotoxicidade foi avaliada através da Viabilidade Celular pela perda da integridade da
membrana, utilizando o corante azul de Tripan.®® A mutagenicidade foi avaliada pelo Teste de
Micronucleo, segundo a técnica descrita por Schmid *© e a genotoxicidade pelo Ensaio Cometa.’
As culturas de leucdcitos foram preparadas por meio de uma amostra de sangue coletada através da
puncdo venosa de um voluntario. Este procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Pampa (Carta de aprovagdo n° 27045614000005322).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica por ANOVA de uma via e Teste

de Tukey, empregando nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento do método cromatografico

Os métodos cromatogréficos sdo utilizados na rotina de laboratdrios analiticos para anélise
qualitativa e quantitativa de farmacos, possuindo o objetivo de fornecer informacdes confidveis em
relacdo a origem e composicdo dos materiais analisados. Sdo considerados populares devido a
versatilidade que permite quantificar e separar os componentes de uma formulagdo, podendo,
também, ser utilizados na avaliagdo de estabilidade de farmacos. 38 Os parametros analiticos que
resultaram nas condi¢Ges cromatograficas do presente trabalho foram definidos, apos testes de
variadas composicdes de fase movel, pH da fase aquosa e fluxo da fase mével.

Para a realizacdo dos testes iniciais, levaram-se em consideracdo trabalhos existentes na
literatura, onde se empregaram solventes tais como, acetonitrila, dgua e/ou metanol.”'® Foram
realizados testes com diferentes composicbes e proporcdes desses solventes, tais como,
metanol:agua (70:30, v/v); acetonitrila:agua:metanol (30:30:40, v/v/v), com valores de pH na faixa
de 3 a 7, ajustados com acido o-fosfdrico, conforme pode ser observado na Figura 2. Avaliou-se 0
sistema isocratico, analisando a faixa de vazdo de 0,5 a 1,5 mL min™.

A partir da Figura 2 observa-se que o aumento do pH da fase aguosa promoveu a melhora da
simetria do pico cromatografico referente a SIL (pico Il). A existéncia de uma espécie catidnica de
SIL, nos valores de pH abaixo do seu pKa (pKa =5,99), pode estar relacionada com a maneira que
a substancia interage com a fase estacionaria. A predominancia de uma espécie neutra ocorre
proximo ao pH 7, onde observa-se o melhor formato do pico cromatografico para SIL.3! A adicéo
de um modificador (trietilamina 0,3%) aos solventes corrigiu os efeitos inadequados causados pelos

grupamentos silandis livres da fase estacionaria, por exemplo, assimetria de pico.
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Figura 2. Cromatogramas obtidos para TAD (I) e SIL (II) no desenvolvimento do método em
diferentes fases moveis, onde: (A) metanol:agua (70:30, v/v); (B) acetonitrila:agua pH 3,0:metanol
(30:30:40, v/viv); (C) acetonitrila:agua pH 4,0:metanol (30:30:40, v/v/v); (D) acetonitrila:agua pH
5,0:metanol (30:30:40, v/viv); (E) acetonitrila:dgua pH 7,0:metanol (30:30:40, v/ivlv); (F) solucéo
A:Solucéo B (30:70, v/v); Solucéo A é composta por acetonitrila:agua (80:20, v/v) e solucéo B por
metanol:trietilamina 0,3% pH 7,5 (57:43, v/v). Detecgcédo realizada em 284 nm.

A melhor condicdo obtida foi com a fase movel composta pela mistura da solucdo A
(acetonitrila:agua - 80:20, v/v) e solucdo B (metanol:trietilamina 0,3% pH 7,5, ajustado com &cido
o-fosforico - 57:43, v/v) na proporcdo de 30:70, (v/v), conforme a Figura 2F. A elui¢cdo ocorreu
isocraticamente com vazdo de 1,0 mL mint e volume de injecdo de 20 pL. A separagio
cromatografica ocorreu em coluna Hypersil® Cis (250 mm x 4,6 mm, 5 um), temperatura de 25 °C,

deteccdo em 284 nm, para TAD, e 292 nm, para SIL. Nesta condi¢do foram obtidos os melhores
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resultados nos parametros de adequabilidade do sistema, tais como: numero de pratos tedricos
(Ntap = 4682 e NsiL = 6983), simetria de pico (Ttap = 1,037 e Tsi. = 1,084) e tempo de retencéo de
5,2 minutos, para TAD, e 8,7 minutos, para SIL, com resolucédo de 8,5 entre 0s picos.

Nas condicbes experimentais desenvolvidas, 0 maximo de absorcdo para TAD foi de 284
nm e para SIL 292 nm. Por esse motivo, empregaram-se dois comprimentos de onda na anélise
aumentando a sensibilidade do método proposto para quantificacdo de SIL e TAD. O perfil
cromatografico apresentou-se semelhante em ambos 0s comprimentos de onda, sendo empregado
284 nm para apresentacdo dos cromatogramas nas figuras do presente estudo.

A fase mével proposta neste trabalho apresenta algumas vantagens em relacdo as descritas
anteriormente para quantificacio destes farmacos.®” Como, por exemplo, a auséncia de sais em sua
composicdo, 0 modo isocratico de eluicdo e o de facil e rapido preparo, podendo ser utilizada
rotineiramente na analise simultanea destas formulacdes.

Apos a otimizacdo das condi¢cBes cromatogréficas, foram definidas as concentracbes de
trabalho das solugdes SQR e amostras de TAD e SIL isoladas e em associacdo. Estas concentragdes
de trabalho foram baseadas no estudo realizado por Park e Ahn (2012),” onde foram analisadas 105
amostras apreendidas contendo TAD e SIL associadas. Segundo os autores, cerca de 25% das
amostras possuiam tanto TAD quanto SIL e mais da metade continham quantidade muito
divergente da descrita em suas respectivas apresentacbes. Com base nesses resultados, foi
determinada faixa linear para TAD e SIL, bem como, a concentracdo de trabalho de 25 e 100 pg

mL* para TAD e SIL, respectivamente.

Validagdo

Foram analisados o0s seguintes parametros para a realizacdo da validacdo do método

proposto.

Seletividade

A seletividade consiste na capacidade que o método desenvolvido possui em determinar 0s
farmacos em estudo, com a pureza adequada, na presenca de interferentes tais como impurezas,
produtos de degradacdo e componentes da matriz.*3

A interferéncia dos excipientes da formulacdo foi avaliada a partir da analise comparativa
dos cromatogramas obtidos com as solucbes de ASE e SQR, conforme os cromatogramas

apresentados na Figura 3. De acordo com os cromatogramas, observa-se a auséncia de picos no
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mesmo tempo de retencdo de TAD e SIL, demonstrando que n&o ocorre interferéncia dos

excipientes na determinagdo dos farmacos em estudo.
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Figura 3. Cromatogramas obtidos no ensaio de seletividade para solu¢éo de TAD SQR (a) e SIL
SQR (b) com deteccdo em 284 nm (1) e 292 nm (I1); solucdo da ASE com deteccdo em 284 nm (I11)
e 292 nm (IV).

A capacidade de determinar os farmacos na presenca dos produtos de degradacdo foi
avaliada pela exposicdo de TAD e SIL, isolados e associados, a condi¢des de estresse: oxidativo,
fotolitico e hidrolitico (alcalino e &cido). O intuito da degradacdo é induzir a formacéo de provaveis
produtos de degradacdo e avaliar a capacidade do metodo em separa-los dos analitos, sem que
possam interferir na analise proposta, ou seja, na determinagio dos farmacos.3*%®

As condigdes envolvendo a degradacdo &cida, alcalina e oxidativa foram mais drasticas, ou
seja, demandaram maior tempo de exposic¢do (24 h), quando comparadas & fotolitica (1 h). Porém
mesmo com maior tempo de exposicédo, as condigdes acida, alcalina e oxidativa ndo levaram a um
percentual de degradacdo elevado (em torno de 30%). Somente quando expostos a luz UV, os

farmacos apresentaram alto percentual de degradacéo (33,50% para TAD e 22,02% para SIL).
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A degradacao fotolitica poder ser explicada devido ao fato de TAD e SIL apresentarem em
suas estruturas quimicas elementos como oxigénio, nitrogénio e ligacdes duplas. Segundo a
literatura, a presenca desses grupamentos quimicos sugerem maior suscetibilidade dos farmacos a
fotogradacdo.®® Todas as condigOes testadas juntamente com 0s tempos de exposi¢do estdo

apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Estudo da degradacéo forcada da TAD SQR e SIL SQR associadas.

Degradacéo (%)

Condicéo degradativa Tempo
TAD SIL
Acida - HCI 1 mol L™ 24 h 9,63 0,76
Alcalina - NaOH 1 mol L! 24 h 12,80 2,04
Oxidativa - H202 10% 24 h 1,88 7,36
Fotolitica - UV 360 nm 1h 33,50 22,02

Na degradacdo &cida, houve um decaimento de 9,63% na &area do pico da TAD SQR e
0,76% da SIL, apresentando o surgimento de um produto de degradacdo em aproximadamente, 5,6
minutos de andlise (PD1a), como pode ser observado no cromatograma da Figura 4A. Quando se
testou a condi¢do de degradacdo alcalina, o percentual de degradacdo foi de cerca de 12,80% para
TAD e 2,04% para SIL com o surgimento de um produto de degradacdo (PD1b) em,
aproximadamente 3,2 minutos, como pode ser observado na figura 4B. Em relacdo a degradacao
oxidativa o decaimento do pico de TAD foi de, aproximadamente, 1,88% e SIL de 7,36%, com a
ocorréncia de dois produtos de degradacdo (PD1c e PD2c) em, aproximadamente, 4,16 e 5,41
minutos, respectivamente, como esta representado na Figura 4C. Os resultados obtidos para a
fotodegradacdo estdo demonstrados na Figura 4D, onde pode ser observado a ocorréncia de
produtos de degradacédo (PD1d, PD2d, PD3d e PD4d) nos tempos de retencdo 3,54; 3,84; 4,18; 5,59

minutos.
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Figura 4. Degradacédo forcada de TAD (I) e SIL (II). Os cromatogramas apresentados foram
obtidos em comprimento de onda de 284nm. A: cromatograma da degradagdo acida; B:
cromatograma da degradacdo alcalina; C: cromatograma da degradacdo oxidativa; D:
cromatograma da degradacao fotolitica; PD: provaveis produtos de degradacao formados.
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Desta forma, é possivel observar que o método cromatogréfico desenvolvido foi capaz de
determinar TAD e SIL na presenca dos produtos de degradacdo em todas as condicdes testadas.
Além disso, sugere-se que os picos dos farmacos em estudo apresentaram pureza adequada.

Os resultados encontrados na avaliacdo das condi¢des degradativas dos f&rmacos motivou o
estudo da cinética de fotodegradacgdo descrito na sequéncia deste trabalho.

Linearidade

O parametro de linearidade consiste na capacidade do método analitico em demonstrar que
seus resultados sdo diretamente proporcionais a concentracdo dos analitos contidos na amostra, em
um intervalo determinado.*3

A linearidade do método foi determinada por meio da construcdo de curvas de calibracao
referentes @ TAD SQR e SIL SQR. O método demonstrou ser linear na faixa entre 2,5 a 75,0 pg
mL? para TAD e 5 a 200 pg mL* para SIL.

Os valores de r obtidos foram de 0,9995 e 0,9998 para TAD e SIL, respectivamente, 0 que
demonstra correlacdo proxima a unidade, indicando que os resultados estdo diretamente
proporcionais as concentracdes dos farmacos. Na analise dos resultados por ANOVA foi possivel
observar que ocorreu regressdo linear significativa para TAD (Fcaiculado= 3255 > Feritico = 4,6) € SIL
(Fealculado= 10236 > Feritico = 4,6), sem desvio da linearidade (TAD Feaiculado= 0,56 < Feritico = 2,96; SIL
Fealculado= 0,37 < Feritico = 2,96) para um nivel de significancia de 5%, confirmando a linearidade do

método proposto.

Precisdo e exatiddo

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de
uma amostragem multipla de uma mesma amostra e a exatiddo de um método analitico é a
proximidade dos resultados obtidos em relacio ao valor verdadeiro.'?

Normalmente para realizar andlises de amostras disponiveis comercialmente, existem
informagdes acerca de excipientes e concentracfes, por exemplo. No entanto, no que diz respeito as
amostras forenses ndo h& padronizacdo em relagcdo a qualquer destes aspectos, de modo que
produtos com a mesma origem de apreensdo, podem apresentar diferentes componentes como
excipientes e impurezas, bem como variacGes no teor. Sendo assim, as AST foram preparadas
conforme descrito na literatura para amostras forenses,®° com o intuito de reproduzir uma amostra
representativa contendo a maior parte de excipientes presentes nos medicamentos comerciais. Além

disso, teve-se como simular a concentracdo média de TAD e SIL em concordancia com os teores
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encontrados em amostras apreendidas, conforme relatado no trabalho de Park e Ahan (2012).” O
fato de serem preparadas em laboratério possibilitou a obtengdo de ampla variagdo na concentragdo
ndo limitando este estudo ao desenvolvimento de uma metodologia baseada em um determinado
produto adulterado.

Visto isso, a precisdo do método foi determinada em termos de repetibilidade (intradia) e
precisdo intermediéria (interdia) a partir da analise de seis solu¢des de amostras na concentracao de
25,0 yg mL™? TAD e 100 pg mL SIL, no mesmo dia e em dois dias diferentes.

Os resultados encontram-se na Tabela 4 e demonstram que o método foi preciso, com

valores de DPR < 2% em todos 0s casos.

Tabela 4. Valores obtidos para repetibilidade e precisdo intermediaria.

Farmacos Repetibilidade Precisdo intermediaria
Média teor (%) £+ DPR*  Média teor (%) = DPR*
TAD 99,95 + 1,07 100,37 + 0,59
SIL 100,70 £ 0,54 101,00 £ 0,42

A exatiddo do método analitico foi comprovada pela determinagcdo da porcentagem de
recuperacdo avaliada a partir da adicdo de quantidades conhecidas de TAD SQR e SIL SQR na
AST. A porcentagem da faixa de recuperacdo das quantidades adicionadas foi de 99,86% a
100,36%, para TAD, e 100,45% a 101,59%, para SIL, demonstrando a exatiddo do método
proposto.

Robustez

A robustez é um parametro que indica a capacidade que o método analitico possui em
resistir a pequenas e deliberadas variagBes das condicdes analiticas.’®> A resposta utilizada no
presente estudo foi o teor de TAD e SIL na AST. A quantificagdo dos farmacos na solugdo amostra
pode ser considerada robusta, visto que nenhum dos fatores testados apresentou efeito significativo
(tcalculado < teritico), conforme pode ser observado na Tabela 5 nos resultados obtidos para TAD e na
Tabela 6, nos resultados obtidos para SIL. Alem disso, em todas as modificacbes propostas o
sistema cromatografico manteve-se adequado, apresentando simetria de pico, nimero de pratos

tedricos e resolugdo entre picos satisfatoria.



Tabela 5. Resultados do delineamento fatorial na analise da robustez do método para a determinacgéo da tadalafila.

Exp.n° pH Dummy  Temperatura Detector Dummy  Dummy Dummy  %ACN Coluna  Fluxo  Dummy Teor
1 + + - + + + - - - + - 101,19
2 - + + - + + + - - - + 99,44
3 + - + + - + + + - - - 98,97
4 - + - + + - + + + - - 98,86
5 - - + - + + - + + + - 98,96
6 - - - + - + + - + + + 98,97
7 + - - - + - + + - + + 99,09
8 + + - - - + - + + - + 99,64
9 + + + - - - + - + + - 99,63
10 - + + + - - - + - + + 99,54
11 + - + + + - - - + - + 99,60
12 - - - - - - - - - - - 99,57
(+) 99,69 99,72 99,36 99,52 99,52 99,53 99,16 99,18 99,28 99,56 99,38
(-) 99,22 99,19 99,55 99,39 99,39 99,38 99,75 99,73 99,63 99,35 99,53
Efeito 0,46 0,52 -0,20 0,13 0,14 0,15 -0,59 -0,56 -0,36 0,22 -0,15
Erro 0,370
t calc 1,25 0,53 0,36 1,50 0,96 0,59
valor p 0,266 0,618 0,733 0,193 0,379 0,584
t crit 5% 2,57
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Tabela 6. Resultados do delineamento fatorial na analise da robustez do método para a determinagao da sildenafila.

Exp.n° pH Dummy  Temperatura  Detector Dummy  Dummy Dummy %ACN Coluna  Fluxo Dummy Teor
1 + + - + + + - - - + - 98,12
2 - + + - + + + - - - + 99,06
3 + - + + - + + + - - - 99,97
4 - + - + + - + + + - - 99,82
5 - - + - + + - + + + - 100,16
6 - - - + - + + - + + + 99,88
7 + - - - + - + + - + + 99,72
8 + + - - - + - + + - + 99,68
9 + + + - - - + - + + - 99,77
10 - + + + - - - + - + + 99,59
11 + - + + + - - - + - + 99,57
12 - - - - - - - - - - - 99,34
(+) 99,47 99,34 99,69 99,49 99,41 99,48 99,70 99,82 99,81 99,54 99,58
(-) 99,44 99,57 99,22 99,42 99,50 99,43 99,21 99,09 99,10 99,37 99,33
Efeito 0,03 -0,23 0,46 0,07 -0,09 0,05 0,50 0,74 0,72 0,17 0,26
Erro 0,274
tcalc 0,09 1,25 0,20 1,99 1,94 0,46
valor p 0,932 0,266 0,851 0,103 0,111 0,665
tcrit 5% 2,57
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LDelLQ

O LD é demonstrado pela menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser
detectado. Ja o LQ corresponde a menor quantidade de analito quantificada com precisdo e
exatiddo.* O LD encontrado para TAD foi de 80 ng mL™ e 180 ng mL™ para SIL. Em relagio ao
LQ, os valores encontrados foram de 120 ng mL* para TAD e 270 ng mL? SIL, demonstrando a

sensibilidade do método proposto.

Estudo de cinética de fotodegradacao

Os estudos de cinética de reacdo tém como objetivo a avaliacdo da velocidade e a forma pela
qual a mesma ¢ influenciada, para que assim seja possivel analisar seu mecanismo e possa ser
estabelecida uma relacdo entre a degradacdo do farmaco, a possivel formacdo de produtos de
degradacio e o tempo.2>-22 De acordo com as condicBes degradativas testadas, a fotolitica produziu
maiores indices percentuais de degradacdo nos farmacos e, por este motivo, foi escolhida para
realizacdo dos estudos de cinética, bem como avaliacdo de seguranca bioldgica. Foram testados 0s
farmacos isolados e associados, diluidos em metanol e na mistura de metanol e acetonitrila (MeOH
+ ACN; 50:50; v/v). Empregou-se o solvente aprético (ACN) no limite da solubilidade para TAD.

Para os farmacos isolados a degradacdo obedeceu cinética de primeira ordem, ou seja, a
velocidade de reacdo foi diretamente proporcional a concentracdo do reagente. Ja para os farmacos
em associacdo a degradacédo seguiu cinética de ordem zero, isto €, a velocidade de reacdo independe
da concentracdo do reagente. Os solventes empregados ndo influenciaram na ordem de reacdo para
os farmacos isolados ou associados.

Na Tabela 7 estdo dispostos os valores obtidos a partir dos parametros cinéticos para

degradacio de TAD e SIL, sendo estes calculados de acordo com sua respectiva ordem de reagio.?
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Tabela 7. Resultados obtidos a partir dos pardmetros cinéticos para fotodegradacdo dos farmacos

em diferentes solventes.

Condicao Solvente Farmaco k* ti2 (Min) tooss (Min)
TAD 0,003456 200,56 30,48
Metanol
SIL 0,003882 191,47 29,10
Isolados
TAD 0,003620 191,47 29,10
MeOH + ACN
SIL 0,003645 190,16 28,90
TAD 0,070791 176,57 35,31
Metanol
SIL 0,282364 177,07 35,41
Associados
TAD 0,047741 255,54 51,10
MeOH + ACN
SIL 0,193826 257,56 51,51

*Unidade ordem zero: ug . mL* . mint

*Unidade primeira ordem: min*

Observa-se que a velocidade de degradacdo tanto de TAD quanto de SIL em suas formas
isoladas mantiveram-se semelhantes, independente do solvente utilizado. Contudo, nota-se a
mudanca de comportamento na velocidade de degradacdo quando TAD e SIL estdo associados
caracterizado pela mudanca na ordem de reacdo. Os farmacos associados apresentaram maior
velocidade de degradacdo na presenca de metanol, sugerindo que a fotodegradacdo possa ser
facilitada no meio mais polar e/ou pela influéncia que os protons existentes no metanol possam
apresentar. De acordo com Ahmad e colaboradores,?® a polaridade, a constante dielétrica e a
viscosidade dos solventes sdo fatores que podem influenciar na fotodegradacdo dos farmacos. No
entanto, para melhor entendimento, sdo necessarios mais estudos com solventes de diferentes

polaridades para avaliar o comportamento da degradacéo de TAD e SIL em associacéo.

Estudos de toxicidade

Testes que avaliem a citotoxicidade (Viabilidade Celular — Teste de Azul de Tripan), a
genotoxicidade (indice de Dano a0 DNA — Ensaio Cometa) e a mutagenicidade (indice de Divisdo
Celular — Teste do Micronucleo) sdo fundamentais no sentido de estudar o risco que estas
preparacdes ilicitas podem acarretar & sadde da populagéo.?*

Apesar de TAD e SIL estarem presentes ha muito tempo no mercado farmacéutico, com 0s

seus respectivos potenciais toxicos devidamente elucidados, é de grande importancia avaliar o
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comportamento de ambos quando associados e, também, na presenca de seus produtos de
degradacéo. Desta forma, realizaram-se estudos preliminares in vitro para avaliacdo de toxicidade
desta associacéo.

As concentracdes das amostras utilizadas neste estudo foram escolhidas levando-se em
consideragdo a concentracdo plasmatica atingida pelos farmacos (378 ng mL™ para TAD e 560 ng
mL? para SIL).2>% Deste modo, optou-se por trabalhar a partir de uma concentragio considerada
intermediaria sendo proxima & concentragdo plasmatica (360 ng mL™* TAD e 550 ng mL™? SIL),
uma concentracgdo representando o dobro da concentragdo plasmatica (720 ng mL™ TAD e 1094 ng
mL? SIL) e outra que remete a metade da concentracdo plasmatica (180 ng mL* TAD e 280 ng
mL* SIL).

Viabilidade celular — Teste de Azul de Tripan

Para avaliar a citoxicidade das substancias analisadas empregou-se o ensaio de Viabilidade
celular pelo corante azul de Tripan. O nimero de células viaveis em uma suspensdo celular foi
determinado pelo principio de que as células vivas possuem membranas celulares intactas que
excluem determinados corantes, como o azul de tripan. Portanto, as células foram diferenciadas
como mortas ou vivas, e determinadas microscopicamente pela coloracdo azul evidenciada nas
células mortas.?"%8

Os resultados obtidos neste ensaio estdo apresentados na Figura 5, onde se observa que 0S
farmacos degradados isolados e ou em associacdo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao controle negativo em todas as concentracdes testadas, sugerindo
atividade citotdxica dos fotoprodutos.

As concentracbes mais elevadas de TAD e SIL isolados e ndo degradados, também,

apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle negativo.
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Figura 5. Avaliagdo da viabilidade celular de leucocitos pelo corante azul de Tripan nos farmacos
TAD e SIL isolados, associados, ndo degradados e fotodegradados. Siglas: controle negativo (NC),
controle positivo (PC), TAD néo degradada (TR), SIL ndo degradada (SR), TAD e SIL associadas e
ndo degradadas (T+S), TAD fotodegradada (TD), SIL fotodegradada (SD), TAD e SIL associadas e

fotodegradadas (TD+SD). As letras “a, b, ¢”, indicam diferen¢a estatistica significativa.

indice de Divisdo Celular — Teste de Micron(cleo

O teste do micronlcleo avalia a mutagenicidade detectando processos clastogénicos e
também defeitos no fuso da célula. Dessa forma, substancias que provocam quebras cromossémicas
ou que afetam os componentes do fuso ou da regido centromérica, podem ser evidenciadas a partir
da presenca de micronlcleos.?® Os resultados obtidos para o teste de micronicleo estdo
representados na Figura 6, onde observa-se que todos 0s grupos testados apresentaram-se
estatisticamente semelhantes ao grupo controle negativo. Sendo assim, sugere-se que os farmacos

analisados ndo apresentaram efeito mutagénico nas condicdes testadas.
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Figura 6. Efeitos de TAD e SIL isolados, associados, ndo degradados e fotodegradados no indice
de divisdo celular em culturas de células. Siglas: controle negativo (NC), controle positivo (PC),
TAD ndo degradada (TR), SIL ndo degradada (SR), TAD e SIL associadas e ndo degradadas
(T+S), TAD fotodegradada (TD), SIL fotodegradada (SD), TAD e SIL associadas e fotodegradadas

(TD+SD). As letras “a, b”, indicam diferencga estatistica significativa.

Indice de Dano ao DNA — Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa é um método genotoxicoldgico sensivel, que avalia danos no DNA de células
individuais.?’ De acordo com os resultados obtidos, representados na Figura 7, todas as
concentracdes de TAD e SIL associadas fotodegradadas apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle negativo. Portanto, sugere-se que nessas concentracOes testadas as

amostras apresentaram atividade genotoxica.
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Figura 7. Indice de Dano ao DNA de células expostas a TAD e SIL isolados, associados, ndo
degradados e fotodegradados. Siglas: controle negativo (NC), controle positivo (PC), TAD néo
degradada (TR), SIL ndo degradada (SR), TAD e SIL associadas e ndo degradadas (T+S), TAD
fotodegradada (TD), SIL fotodegradada (SD), TAD e SIL associadas e fotodegradadas (TD+SD).

As letras “a, b, ¢”, indicam diferencga estatistica significativa.

Os testes apresentados no presente trabalho foram realizados in vitro, necessitando, ainda,
isolar, identificar e avaliar in vitro os produtos de degradacdo, para que seja estudado o dano

individual de cada substancia.

CONCLUSAO

Um método indicativo de estabilidade foi desenvolvido e validado para determinacdo de
TAD e SIL isolados e em associagdo. Na avaliacdo da cinética de fotodegradacdo observou-se que
os farmacos associados apresentaram diferente ordem de reacdo, quando comparados aos farmacos
isolados. Os estudos toxicoldgicos in vitro demonstraram que os farmacos associados, quando

fotodegradados, apresentaram citogenotoxicidade e genotoxicidade, nas condigOes testadas.
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Os estudos desenvolvidos podem vir a colaborar com as analises desses ilicitos na &rea

forense, mas, principalmente, trazem informagdo para populagdo com intuito de conscientizar

guanto aos riscos em consumir produtos sem procedéncia.
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5 DISCUSSAO GERAL

A industria farmacéutica € conhecida como uma grande poténcia, pois atua na producédo de
medicamentos gerando um grandioso e rentavel comércio farmacéutico mundial. Fato que acaba
chamando a atencdo de redes criminosas, que enxergam neste mercado um grande potencial para
gerar lucro de forma rapida. A prética ilegal de producdo de medicamentos vem crescendo muito, o
que pode estar associado a facilidade encontrada pelos falsarios em adquirir tecnologias necessarias
para copiar produtos farmacéuticos originais (Fernandez et al., 2011).

Dentre os medicamentos apreendidos com maior incidéncia pela Policia Federal, destacam-
se a SIL e a TAD. Esses compostos sdo encontrados simultaneamente em quantidades inadequadas
em amostras falsificadas de Cialis® e Viagra®, segundo estudos presentes na literatura (Ortiz et al.,
2010; Ames e Souza, 2012; Park e Ahn, 2012). Vale ressaltar que a associacdo desses farmacos nao
existe no mercado farmacéutico, portanto suas ac¢fes farmacoldgicas e, sobretudo, seus potenciais
efeitos toxicos sdo desconhecidos (Ortiz et al., 2010; Ames e Souza, 2012; Park e Ahn, 2012).

Além do sentido criminal acerca deste tema, é evidente o risco que a populacdo submete-se
ao consumir esse tipo de produto, visto que sua administracdo pode resultar em sérios problemas de
salde publica. As subténcias presentes nessas formulagdes sdo de natureza duvidosa e, ainda, 0s
produtos acabam sendo submetidos a condi¢Ges adversas na producdo, transporte e armazenamento.
Ndo ha qualguer acompanhamento durante essas etapas no sentido de assegurar qualidade
adequada, podendo ocorrer problemas de perda da estabilidade dos constituintes da formulacao.
Fato que pode acarretar na formacdo de produtos de degradacdo com iminente potencial toxico,
elevando o risco a saude (Jung et al., 2012).

Devido a essa problematica, existe a grande necessidade de metodologias que venham
avaliar ndo somente a presenca e/ou quantidade do farmaco presente nos produtos. Neste caso sao
necessarios métodos que apresentem a capacidade indicativa da estabilidade, ou seja, tenham
capacidade de determinar o farmaco na presenca dos produtos de degradacdo. Até o presente
momento, ndo foram encontrados na literatura métodos desenvolvidos para a determinagéo de TAD
e SIL que apresentem a capacidade indicativa da estabilidade.

Tornam-se, também, necessarios estudos que avaliem as principais condi¢des degradativas
dos farmacos, bem como, suas cinéticas de degradacdo. Estes estudos buscam contribuir para o
melhor entendimento acerca do comportamento das reagfes que ocorrem gquando 0s dois farmacos
estdo associados.

Os resultados obtidos a partir deste estudo poderdo servir de fomento para os laboratérios de

inteligéncia forense, pois 0 método desenvolvido pode colaborar na elucidacdo de casos onde ocorre
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a substituicdo de farmacos ou exames de produtos farmacéuticos de origem desconhecida, por
exemplo. Além disso, servira de alerta para a populacdo quanto ao risco que existe em consumir
produtos falsificados, pois partindo-se do pressuposto que as exigéncias requeridas pelas Boas
Praticas de Fabricacdo ndo sdo seguidas, certamente esses produtos ndo apresentam qualidade,
seguranga e eficacia garantidas.

Os parametros analiticos que resultaram nas condi¢fes cromatograficas do presente trabalho
foram escolhidos apds a realizacdo de variados testes de composic¢des de fase mével, pH da fase
aquosa e fluxo da fase movel. As condi¢Ges cromatograficas definidas apresentaram apropriada
adequabilidade do sistema, com numeros de pratos tedricos satisfatorios, simetria de pico, tempo de
corrida curto e boa resolugdo entre os picos. Essas caracteristicas proporcionaram o
desenvolvimento de um método de simples desempenho, visto que a coluna empregada (Cis) é
amplamente utilizada em métodos analiticos, a fase movel é de baixo custo com preparo rapido e
simples, atribuindo destaque ao método frente a grande maioria dos trabalhos encontrados na
literatura com o mesmo intuito. Além disso, a fase mdvel ndo apresenta sais na sua composicao, que
poderiam diminuir a vida Gtil da coluna e, também, danificar o equipamento utilizado.

A validacdo do método desenvolvido foi realizada conforme guias nacionais e
internacionais, levando-se em consideracdo os parametros de linearidade, seletividade, preciséo,
exatid&o, robustez, LD e LQ (ICH, 2005; Pharmacopeia, 2012; Brasil, 2017).

No parametro seletividade avaliou-se a interferéncia dos excipientes da formulacéo a partir
da analise comparativa dos cromatogramas obtidos com a ASE e a solu¢do SQR de TAD e SIL. Os
excipientes empregados estdo presentes nos medicamentos comerciais e foram escolhidos com o
objetivo de se obter uma amostra representativa dos produtos farmacéuticos adulterados. De acordo
com os resultados, observou-se a auséncia de picos na analise da ASE no mesmo tempo de retencdo
dos farmacos. Dessa forma, sugere-se que ndo ha interferéncia dos excipientes da formulacdo na
quantificacdo dos farmacos em estudo. Ja a capacidade de determinar os fA&rmacos na presenca dos
produtos de degradacdo foi realizada a partir da exposicdo da solucdo SQR de TAD e SIL a
condicdes de estresse: degradacdo oxidativa, fotolitica e hidrolitica (alcalina e acida). Em todos os
casos foi possivel determinar TAD e SIL, com pureza de pico adequada, na presenca dos provaveis
produtos de degradacdo. De acordo com a avaliacdo realizada em todas as condi¢Ges degradativas
testadas, pode-se afirmar que os farmacos foram mais suscetiveis a fotdlise, uma vez que
apresentaram percentual de degradacéo superior a todas as outras condicfes testadas.

A linearidade do método foi determinada por meio da construcdo de curvas de calibragéo
referentes a TAD SQR e SIL SQR. O método demonstrou ser linear na faixa entre 2,5 a 75,0 pg

mL? para TAD e 5 a 200 pg mL™ para SIL. Essas concentracdes foram utilizadas pelo fato de
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existir relatos na literatura evidenciando a presenca simultanea de TAD e SIL em ampla faixa (Ortiz
et al., 2010; Park e Ahn, 2012). Neste sentido, 0 método desenvolvido contempla as concentragdes
relatadas na literatura para produtos falsificados, pois vale ressaltar que estes ndo possuem
padronizacdo no seu preparo, necessitando faixa linear mais abrangente.

Nas analises realizadas em amostras disponiveis no mercado farmacéutico, geralmente,
obtém-se informagdes quanto as concentracbes dos fArmacos presentes e excipientes utilizados. Em
relacdo as amostras falsificadas, esses tipos de informagdes sdo desconhecidas, pois ndo existe
padronizacdo para essas formulacGes. Nesse sentido, as AST foram produzidas com objetivo de
representar, de uma forma abrangente, os produtos farmacéuticos adulterados apreendidos,
conforme relatado no trabalho de Park e Ahan (2012). Sendo assim, a precisdo do método foi
determinada em termos de repetibilidade (intradia) e precisdo intermediaria (interdia) a partir da
andlise de seis solugdes de amostras na concentracdo de 25,0 ug mL™* TAD e 100 pg mL™ SIL, no
mesmo dia e em dias diferentes. Obtiveram-se resultados com valores de DPR inferiores a 2% em
todos os casos, demonstrando a precisdo do método proposto.

Comprovou-se a exatiddo do método pela determinacdo da porcentagem de recuperagédo
avaliada a partir da adicdo de quantidades (baixa, média e alta) conhecidas de TAD SQR e SIL SQR
na ASE. A faixa de recuperacdo média das quantidades adicionadas foi de 99,86% a 100,36%, para
TAD, e 100,45% a 101,59%, para SIL, demonstram a exatiddo do método desenvolvido.

Para avaliar a robustez do método foram realizadas pequenas varia¢bes nas condicdes
cromatograficas e posterior determinacdo do teor dos farmacos. Através do delineamento fatorial
proposto foi possivel verificar que, apesar das variagdes impostas, foi possivel determinar o
farmaco, e nenhuma das modificacdes apresentou efeito significativo sob a analise de teor dos
farmacos nas condicGes testadas. Também, em todos 0s casos os parametros de adequabilidade do
sistema foram respeitados.

A sensibilidade do método foi avaliada através dos LD e LQ, os quais foram calculados a
partir do sinal-ruido da corrida analitica e suas solucdes preparadas nas concentracdes calculadas e
avaliadas experimentalmente. O LD encontrado para TAD foi de 80 ng mL™* e 180 ng mL™* para
SIL. Em relagio ao LQ os valores encontrados foram de 120 ng mL* para TAD e 270 ng mL™ SIL,
demonstrando a sensibilidade do método desenvolvido.

Como evidenciado no estudo de seletividade, os farmacos sdo mais suscetiveis a degradacéo
pela acdo da luz. Neste contexto, foram realizados estudos da cinética de fotodegradacdo dos
farmacos, isolados e em associacdo, solubilizados em metanol e, também, na mistura de metanol e
acetonitrila (MeOH + ACN, 50:50 v/v).
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De acordo com a cinética de fotodegradacdo foi possivel observar a alteracdo do
comportamento da ordem de reagdo para os farmacos isolados e associados. Em relagdo aos
farmacos isolados a degradacdo obedeceu cinética de primeira ordem, ou seja, a velocidade de
reacao é diretamente proporcional a concentracdo do reagente. Quanto aos farmacos em associacéo,
a degradacdo seguiu cinética de ordem zero, isto é, a velocidade de reacdo independe da
concentracdo do reagente. A partir dos estudos da cinética de fotodegradacdo em diferentes
composicdes de solventes dos farmacos isolados e associados, foi possivel demonstrar a ocorréncia
da modificacdo na velocidade de degradacdo dos farmacos, sugerindo que a fotodegradacdo pode
ser facilitada no meio mais polar e/ou pela influéncia que os prétons existentes no metanol possam
apresentar. Segundo Ahmad e colaboradores (2013) além da polaridade, aspectos como constante
dielétrica e viscosidade também devem ser considerados.

Sabe-se que os compostos TAD e SIL estdo ha muito tempo no mercado farmacéutico.
Portanto, seus respectivos potenciais toxicos estdo devidamente elucidados. Porém, existe uma
grande necessidade de avaliar o comportamento de ambos quando associados e, também, na
presenca de seus produtos de degradacdo, tendo em vista a quantidade de evidéncias presentes na
literatura que relatam a falsificacdo desses medicamentos. Desta forma, realizaram-se estudos
preliminares in vitro para avaliagdo de toxicidade desta associagéo.

Os resultados obtidos no teste de Viabilidade Celular pelo corante azul de Tripan para a
avaliacdo da citotoxicidade, demonstraram que as amostras fotodegradadas isoladas e em
associacdo apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo em
todas as concentrages testadas, sugerindo atividade citotdxica dos fotoprodutos.

Na avaliacdo da mutagenicidade o Teste de Microndcleo evidenciou que todos 0s grupos
testados apresentaram-se estatisticamente semelhantes ao controle negativo, sugerindo-se que 0s
farmacos isolados e associados, ndo degradados e fotodegradados ndo apresentaram efeito
mutagénico nas condicdes testadas.

O estudo de genotoxicidade foi realizado pelo Ensaio Cometa, onde verificou-se todas as
concentragdes de TAD e SIL associadas fotodegradadas apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle negativo. Portanto, sugere-se que nessas concentragOes testadas as
amostras apresentaram atividade genotodxica. Os testes toxicologicos foram realizados in vitro,
havendo necessidade analise in vitro no sentido de avaliar a seguranca bioldgica de TAD e SIL
associados, ou ainda, isolar os produtos de degradacéo para que seja estudado o dano individual.
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6 CONCLUSAO

O meétodo indicativo da estabilidade por cromatografia liquida foi validado e demonstrou ser

adequado para determinacdo simultanea de TAD e SIL em andlise forense;

A fotodegradacdo da TAD e SIL isoladas apresentou reagdo de primeira ordem e quando

associadas seguiram reacdo de ordem zero.

Os farmacos quando degradados, isolados ou associados, apresentaram viabilidade celular

diminuida, sugerindo atividade citotoxica nas condi¢des testadas.
Os farmacos ndo apresentaram atividade mutagénica nas condicdes testadas.

Os farmacos apresentaram atividade genotéxica em associacdo, quando fotodegradados nas
concentragdes testadas.
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