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RESUMO

AVALIACAO GENOTOXICA E MUTAGENICA DE ANTI-HIPERTENSIVOS
DISTRIBUIDOS PELA FARMACIA POPULAR EM CELULAS DO SISTEMA
IMUNOLOGICO HUMANO

A hipertensdo arterial € uma condi¢do clinica de ocorréncia multifatorial, sendo a
mais frequente entre as doencas cronicas ndo transmissiveis no Brasil. E caracterizada pelo
aumento e manutencdo dos niveis pressoricos acima de 140mmHg (pressao sistolica) e
90mmHg (pressdo diastolica). E também o maior agravante nas complicacBes
cardiovasculares e estd associada ao surgimento de outras co-morbidades. A OMS estima
que 40% da populagdo mundial acima dos 25 anos seja hipertensa, estando localizada
majoritariamente em paises onde a renda e o nivel de escolaridade sdo menores. Depois de
diagnosticada, a hipertensdo arterial deve ser tratada com mudancas no estilo de vida e
medicamentos que mantenham os niveis pressoricos controlados, sendo assim, varias
classes de anti-hipertensivos sdo usados nesse tratamento. Visando ampliar o acesso a
medicamentos basicos e permitir uma melhor adesdo ao tratamento, o Governo Federal
criou em 2004 o Programa Farmacia Popular do Brasil, uma parceria entre governo e
instituicOes publicas e privadas para fornecer a populacdo medicamentos para o controle da
hipertensdo, diabetes, asma, dislipidemias, anticoncepcionais, entre outros; de forma
gratuita ou subsidiada em até 90% do valor. Para tratar a hipertensdo, o Programa
Farmacia Popular do Brasil distribui de forma gratuita os anti-hipertensivos — atenolol,
captopril, cloridrato de propranolol, hidroclorotiazida, losartana e maleato de enalapril,
todos estes sendo langados no mercado anterior ao ano de 2004, quando testes de seguranca
genética ainda nao eram obrigatérios, de acordo com a Resolucdo n° 90/2004 da ANVISA.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial genotoxico de anti-
hipertensivos distribuidos pela Farmacia Popular em células leucocitarias humanas, haja
vista que sdo farmacos amplamente utilizados e se faz necessarios maiores estudos que
garantam a seguranca genotoxicolégica dos mesmos. Os testes foram desenvolvidos a partir
de culturas celulares tratadas com cinco diferentes concentra¢fes dos anti-hipertensivos,
sendo avaliados parametros genotoxicoldgicos — viabilidade celular e indice de dano ao
DNA (teste Cometa), e parametros mutagénicos — teste de microndcleo e instabilidade
cromossdmica numérica. Os resultados mostram que captopril e maleato de enalapril foram
capazes de diminuir a viabilidade celular e causar danos ao DNA conforme o aumento da
dose, e que, o atenolol foi capaz de também diminuir a viabilidade celular de acordo com o
aumento da dose. A hidroclorotiazida também mostrou causar dano ao DNA, porém esse
dano ocorreu de forma igual para as cinco doses. Quanto aos pardmetros mutagénicos,
nenhum dos seis anti-hipertensivos testados e, em nenhuma das cinco concentracdes foi
capaz de causar alteragcbes mutagéncias.

Palavras-chave: hipertenséo arterial, anti-hipertensivos, genotoxicidade,
mutagenicidade.
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ABSTRACT

Genotoxic and mutagenic evaluation of antihypertensive distributed for “Farmacia
Popular” in human system immunological cells

Hypertension is an clinical condition of the multifactorial occurrence, the most
frequent among chronic diseases not transferable in Brazil. It is characterized by
increase and maintenance blood pressure levels above 140mmHg (sistolic pressure) and
90mmHg (diastolic pressure). It i also the most aggravating in the cardiovascular
complications and it is associated with the appearance of others comorbidities. The
WHO estimes that 40% of the world population over 25 years old is hypertensive, being
located mostly in countries where income and educations levels are lower. After the
diagnosed, hypertension must be treated with changes in the life style and drugs that
maintain pressure levels controled, therefore, several classes of antihypertensive are
used in this treatment. Aiming to expand access to basic drugs and allow a better
adhesion to treatment, the federal government created in 2004 the “Farmacia Popular
do Brasil” Program, an association among government and public and private
institutions to provide the people medications for control of the hypertension, diabetes,
asthma, dyslipidemia, contraceptives, etc, free or subsidized form by up to 90% of the
value. To treat hypertension, the “Farmdcia Popular do Brasil” Program distributes of
free form antihypertensive — atenolol, captopril, propranolol hydrochloride,
hydrochlorotiazhide, losartan and enalapril maleate, all these being released before the
year 2004, when genetic safety tests still not required, according to Resolution n°
90/2004 of ANVISA. Thus, the objective this work was to evaluate the genotoxic
potencial of the antihypertensives distributed by “Farmacia Popular” in human
leukocytes cells, considering that they are widely used drugs and it is necessary larger
studies that ensure the genotoxicology their safety. The tests are desenvolved from cell
cultures treated with five different concentrations of the antihypertensives, being
evaluated genotoxicological parameters — cell viability and DNA damage index, and
mutagenic parameters — micronucleus test and numerical chromossomal aberrations.
The results showed that captopril and enalapril maleate were able to reduce cell viability
and cause damage to DNA wiht increasing dose. The hydrochlorothiazide also showed
to cause DNA damage, but, this damage occorred equallity for five doses. As for
mutagenic parameters , none of the six antihypertensives tested and, none of the five
concentrations were capable to cause mutagenic changes.

Keywords: hypertension, antihypertensives, genotoxicity, mutagenicity
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1 INTRODUCAO

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é definida como a manutencdo de niveis
pressoricos acima de 140 mmHg para a pressdo sistdlica e 90 mmHg para a pressao
diastdlica (CESARINO et al. 2008). A HAS é diagnosticada a partir da elevacdo e
manutencdo dos niveis pressoricos, e pode estar ligada a fatores intrinsecos como
hereditariedade, género, etnia e idade, como também pode relacionar-se a fatores
extrinsecos como tabagismo, sedentarismo, abuso de alcool, estresse e dislipidemias
(GIROTTO et al. 2009; DBH VI - SBC 2010).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de 40% da populacéo
mundial acima dos 25 anos seja hipertensa (OMS, 2013). No Brasil, a Sociedade Brasileira
de Cardiologia (SBC) e o Ministério da Saude estimam que cerca de 32,5% da populacdo
brasileira seja afetada pela doenca (SBC — DBH, 2010; BRASIL, 2014).

Por se tratar de um importante problema de saude publica e que afeta uma grande
parte da populacdo brasileira, o governo federal criou em 2004 o Programa Farmacia
Popular do Brasil, com o intuito de ampliar 0 acesso da populacdo aos medicamentos
basicos e essenciais, por meio de a¢Oes articuladas entre os setores publico e privado. Em
2006 foi criada outra modalidade do programa: “Aqui tem Farmacia Popular”, que se da a
partir da parceria com farmécias da rede privada, visando oferecer aos seus clientes alguns
dos medicamentos distribuidos pelo programa Farmacia Popular utilizados para o controle
da hipertenséo, diabetes e anticoncepcionais subsidiados em até 90% pelo governo federal
(de OLIVEIRA et al. 2013).

Estudos comprovam a reducdo dos niveis pressoricos através do tratamento
medicamentoso, que pode se dar por diferentes classes de medicamentos como por
exemplo, diuréticos tiazidicos, betabloqueadores e inibidores da enzima conversora de
angiotensina (IECA) (MOCHEL et al. 2007), desse modo, o programa Farmécia Popular
disponibiliza anti-hipertensivos de diferentes classes, visando abranger diferentes
necessidades terapéuticas. Os anti-hipertensivos distribuidos pelo programa Farmacia
Popular sdo: Atenolol, Captopril, Cloridrato de Propranolol, Hidroclorotiazida, Losartana
e Maleato de Enalapril (BRASIL, 2010).

No ano de 2004 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria alterou as normas

de registro de medicamentos, seguindo o proposto pela Comunidade Europeia e pela



agéncia FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos, impondo critérios
mais rigidos para o registro de novos farmacos ou alteracdo do registro dos ja utilizados.
Em relagcdo aos medicamentos registrados antes de 2004, os mesmos adequam-se as
normas anteriores da ANVISA, o que exclui a obrigatoriedade dos testes de toxicidade
genética (GAVA et al. 2010). Muitos dos medicamentos empregados para o controle da
hipertensdo obtiveram seus registros em data anterior a essa nova normativa da
ANVISA, ficando assim sem a comprovagao dos riscos genotoxicolégicos (POVOA et
al. 2014).

Tendo em vista a melhoria na salude, o grande uso no tratamento da populagéo, o
alto indice de pessoas hipertensas e o fato de que os anti-hipertensivos distribuidos pelo
Programa Farmécia Popular foram todos registrados antes de 2004, torna-se
indispensavel a avaliagdo da seguranca genotoxicol6gica de farmacos amplamente

difundidos na terapéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os possiveis efeitos genotoxicos dos medicamentos anti-hipertensivos Atenolol,
Captopril, Cloridrato de Propranolol, Hidroclorotiazida, Losartana e Maleato de Enalapril

distribuidos pelo programa Farmacia Popular .

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os possiveis efeitos genotoxicos dos farmacos em culturas de linfocitos

humanos, através dos testes de dano de DNA cometa e viabilidade.

e Avaliar os possiveis efeitos mutagénicos dos farmacos em culturas de linfocitos

humanos, pelos testes de micronucleos e instabilidade cromossémica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HIPERTENSAO ARTERIAL

A hipertensdo arterial (HA) é uma condicdo clinica composta por multiplos
fatores e caracterizada principalmente pelo aumento e manutencdo dos niveis pressoricos
sistdlico e diastdlico acima de 140mmHg e 90mmHg respectivamente (SBC — DBH,
2010). Essa é a condicdo clinica mais frequente entre as doencas crdnicas ndo-
transmissiveis no Brasil e o fator de risco mais importante nas complicacdes
cardiovasculares pois esta associada ao surgimento e ao risco aumentado de co-morbidades
como infarto agudo do miocardio, nefropatias, acidente vascular encefalico e cerebral,
gerando anualmente, aumento nos custos do seu tratamento (BORIM et al. 2011;
GONTNO et al. 2012; SCHMIDT, DUNCAN* et al., 2006). De acordo com a OMS,
ocorrem cerca de 9,4 milhGes de mortes anuais em decorréncia da hipertensdo (OMS,
2013).

A HA constitui atualmente, um dos maiores problemas globais de saude, onde, de
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 40% da populacdo mundial
maior de 25 anos é afetada, tendo esse nimero saltado de 600 milhGes de pessoas na
década de 80, para 1 bilhdo em 2008; fato agravado pelo aumento no consumo de alcool e
tabaco, além do aumento no consumo de alimentos menos saudaveis. Os paises que mais
apresentam casos diagnosticados de HA sdo paises onde a renda da populacdo é menor
(OMS, 2013). No Brasil, estima-se que a hipertensao afete, em média 32,5% da populacao,
onde a metade desse total seja de pessoas acima dos 60 anos (SBC — DBH, 2010; BRASIL,
2014). Dados do DATASUS apontam que em novembro de 2009, ocorreram 91.970
internacOes decorrentes de doencas cardiovasculares agravadas pela HA, gerando um gasto
de R$ 165.461.644,33 (BRASIL, 2010).

O surgimento da HA esta associado a fatores intrinsecos como hereditariedade,
sexo, idade e etnia, onde a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) estima que
mulheres, a partir dos 50 anos estdo mais propensas a desenvolver HA (SBC — DBH,
2010). Os fatores extrinsecos relacionados ao surgimento da HA s@o 0 excesso de peso e a
obesidade, sedentarismo, ingestdo em excesso de sal e bebidas alcoodlicas, tabagismo além
de fatores socioeconébmicos, pois a HA afeta em maior nimero pessoas em paises com

renda per capita menor, bem como a populagdo de menor escolaridade, pois geralmente
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essa é a populagcdo tem menos acesso a informacdo e menor acesso aos atendimentos de
salde (SBC — DBH, 2010; GIROTTO et al. 2009; OMS, 2013).

Como medidas para tratamento e prevencdo primaria da HA, a SBC preconiza
inicialmente um tratamento ndo-medicamentoso, como mudancas no estilo de vida, pois
uma dieta equilibrada, exercicios fisicos e habitos mais saudaveis sdo fundamentais na
prevencdo e controle da HA bem como de outras co-morbidades associadas a mesma.
Quando o tratamento ndo-medicamentoso é ineficaz, segue-se 0 tratamento
medicamentoso, onde a SBC recomenda a avaliacéo e consideracao do risco cardiovascular
apresentado pelo paciente. Estudos mostram uma melhora nos niveis pressoricos apos o
inicio do tratamento medicamentoso. No Brasil, o tratamento da HA ¢é feito com diferentes
classes de medicamentos, sendo as classes disponibilizadas pelo SUS: diuréticos tiazidicos,
betabloqueadores, bloqueadores dos receptores da angiotensina Il (BRA 11), inibidores da
enzima conversora de angiotensina (IECA) (SBC — DBH, 2010; MOCHEL, et al. 2007;
BUENO et al.2012; SANTOS-PINTO et al. 2011).

3.2 FARMACIA POPULAR

O programa Farmacia Popular foi criado em 2004, a partir da intencdo do governo
federal em ampliar 0 acesso da populagdo a medicamentos bésicos, visando dessa forma,
ndo s6 0 aumento no acesso, mas também a adesdo ao tratamento. O programa foi
implementado pela Lei n® 10.585 e pelo decreto n°® 5.090, e, desde sua criacdo até o ano de
2007, o PFPB atendeu aproximadamente 93 milhdes de usuérios (SANTOS-PINTO, et al.
2011; BRASIL, 2015%).

O programa Farmacia Popular possui trés modelos de funcionamento: Modelo 1,
onde as unidades estdo sob gestdo da Fiocruz; Modelo 2, onde as unidades estdo
estabelecidas através de parcerias entre a Fiocruz e estados, municipios, 6rgdos,
organizagOes sem fins lucrativos; e por fim, o Modelo 3, estabelecido pelo modelo de co-
pagamento, entre 0 Ministério da Salde e farmécias privadas; onde estas passam a oferecer
aos seus clientes alguns dos medicamentos utilizados para o controle da hipertenséo,
diabetes e anticoncepcionais subsidiados em até 90% pelo governo federal. (SANTOS-
PINTO et al. 2011; de OLIVEIRA et al. 2013).
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Dados do Ministério da Saude apontam que, aproximadamente 4.500 dos 5.570
municipios brasileiros possuem acesso ao modelo 3 do PFPB, ja para o modelo 2, ha cerca
de 400 unidades distribuidas pelo Brasil, onde estima-se que no ano de 2012, mais de 11
milhdes de usuéarios foram atendidos; as unidades do modelo 2 estdo localizadas, em sua
maioria, nos estados das regides sudeste e nordeste (SILVA et al. 2015; BRASIL, 2015).

Dentre os medicamentos disponibilizados gratuitamente pelo programa estdo 0s
medicamentos usados no tratamento da hipertensdo; além desses também estdo
medicamentos usados no tratamento da diabetes e asma. Dentre 0os medicamentos com
subsidio de até 90% estdo medicamentos para o tratamento de glaucoma, dislipidemias,
osteoporose, mal de Parkinson, além de contraceptivos e fraldas geriatricas (BRASIL,
2015). No ano de 2009, o Governo Federal destinou um montante de 21,2 milhdes de reais
para o PFPB, tendo esse valor aumentado para mais de 437 milhdes de reais no ano de
2013, estando os medicamentos usados no tratamento da HA na lista dos dez
medicamentos mais dispensados (VIEIRA et al. 2013; SANTOS-PINTO et al. 2011).

3.3 ANTI-HIPERTENSIVOS

A SBC preconiza que o objetivo primordial do tratamento da HA com
medicamentos anti-hipertensivos seja a reducdo da morbimortalidade cardiovascular, dessa
forma, os anti-hipertensivos devem, ndo s6 reduzir 0s niveis pressoricos, como também

reduzir os eventos cardiovasculares fatais e ndo-fatais (SBC — DBH, 2010).

Os principios gerais no tratamento da HA preconizam que o medicamento anti-
hipertensivo deve possui alta tolerabilidade e eficacia por via oral, permita um menor
nimero de doses diarias e deve ser iniciado pelas menores doses clinicas para cada
paciente (MOCHEL et al. 2007; SBC — DBH, 2010),

Atualmente, estdo disponiveis para uso no tratamento da HA as seguintes classes de
anti-hipertensivos: diuréticos, inibidores adrenérgicos (de acdo cenral, alfa e
betabloqueadores), vasodilatadores diretos, bloqueadores dos canais de célcio, inibidores
da enzima conversora de angiotensina, bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina Il e
inibidor direto da renina. No Brasil, os anti-hipertensivos distribuidos gratuitamente pelo

Programa Farmacia Popular do Brasil (PFPB) sdo: diuréticos tiazidicos,
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betabloqueadores, bloqueadores dos receptores da angiotensina Il (BRA I1), inibidores da
enzima conversora de angiotensina (IECA) (BRASIL, 2015).

3.3.1 Atenolol

@) atenolol (Figura 01) (1976), (R,S)-2-[4-[2-hidroxi-3-(1-
isopropilamino)propoxi]fenil] acetamida, € um farmaco pertencente a classe dos
inibidores adrenérgicos, agindo especificamente como um beta bloqueador seletivo
(B1). Seu mecanismo de agdo geral se da pelo antagonismo adrenérgico no estimulo aos
beta receptores, devido a sua estrutura semelhante a das catecolaminas; possui um efeito
maior nos receptores adrenérgicos cardiacos, levando a diminuicdo da pressao arterial
através da diminuicdo do débito cardiaco, além de agir na diminuicdo da secrecdo de
renina, através da diminuicdo do estimulo aos beta receptores (DBH VI - SBC 2010;
GORRE e VANDEKERCKHOVE, 2010, TABACOVA e KIMMEL, 2002). E um farmaco
com caracteristicas hidrofilicas, passando por uma pequena metabolizacdo hepética
(TABACOVA e KIMMEL, 2002). Estima-se que menos de 5% da dose que chega a
circulacdo liga-se as proteinas plasmaticas e possui uma grande fracdo excretada de
forma inalterada pelos rins (KIRCH e GORG, 1981; TABACOVA e KIMMEL, 2002).

MNH
CHs :

Figura 1: Estrutura do Atenolol (fonte: MARTINDALE, 2009).

3.3.2 Captopril

O captopril (1982) (Figura 02), 1-[2S-3-mercapto-2-metilpropionil]-L-prolina, é
um farmaco pertencente a classe dos inibidores da enzima conversora de angiotensina
(IECA), foi o primeiro IECA de administragdo oral usado no tratamento da hipertensao
(NATESH, SHWAGER et al.,2004) ; exercendo efeito no sistema renina-angiotensina-

aldosterona, através do bloqueio da formacéao de angiotensina | em angiotensina I, tanto
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no sangue quanto nos tecidos, levando a normalizacdo dos niveis pressoricos, sendo o
primeiro IECA a ser usado também no tratamento da insuficiéncia cardiaca, na reducéo
da morbimortalidade cardiovascular e na prevencdo secundaria do acidente vascuar
encefalico. Juntamente com outros IECAS, é administrado a longo prazo para retardar o
declinio da funcédo renal em pacientes com nefropatias. (DBH VI - SBC 2010; CHIK,
DERIL et al.,2014; NATESH, SHWAGER et al.,2004 ). Ap6s a ingestdo oral, mais de
70% do farmaco é absorvido, sofrendo extenso metabolismo e posteriormente uma
eliminacdo renal, onde aproximadamente 24% ¢ excretado de forma inalterada (NUR e
ZHANG, 1999).

0 COOH

HS ~ N
H CHs

Figura 2: Estrutura quimica do Captopril (Fonte: MARTINDALE, 2009).

3.3.3 Cloridrato de Propranolol

O cloridrato de propranolol (Figura 03) (1960) 1-(isopropilamino)-3-(1-
naftiloxi)-2-propanol é um farmaco da classe dos inibidores adrenérgicos, atuando como
um betabloqueador n&o seletivo, tendo seu uso amplamente difundido no tratamento da
hipertensdo arterial e da angina. Devido a sua caracteristica ndo seletiva, também ¢é
usado no tratamento de arritmias cardiacas, além disso, sua caracteristica lipofilica
também apresenta uma acédo central, sendo usado também no tratamento da enxaqueca e
transtornos menores de ansiedade (DBH VI - SBC 2010; ZHANG, DING et al., 2009,
FISCHER, 2002). Por administracéo oral, o propranolol possui uma biodisponibilidade
de até 22%, devido ao extenso metabolismo de primeira passagem ao qual é submetido,
dessa forma, grande parte do que é administrado sofre excrecdo biliar (MEHVAR e
BROCKS, 2001; FISCHER, 2002).
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Figura 3: Estrutura quimica do Cloridrato de Propranolol (Fonte: MARTINDALE, 2009).

3.3.4 Hidroclorotiazida

A hidroclorotiazida (1958) (Figura 04), 6-cloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-
benzotiadiazina-7-sulfonamida-1,2-dioxido, € um farmaco da classe dos diuréticos
tiazidicos, agindo no transporte dos ions sodio (Na*) e calcio (Ca®*) na membrana do
tbulo contorcido distal, levando a uma diminuicdo do volume plasmético e do volume
extracelular, podendo também acarretar em uma resisténcia vascular periférica; sao
eficazes quando administrados por via oral e em baixas doses, devido a isso, sdo muito
utilizados no tratamento da HA e suas comorbidades, sdo utilizados na monoterapia ou
em associagdo com outros anti-hipertensivos (DBH VI - SBC 2010; PIMENTA, 2008;
MAHLE, GOELZER et al., 2008). A hidroclorotiazida possui absor¢éo intestinal, onde
entre 60 a 80% do que é administrado por via oral é absorvido, sendo 95% do que foi

absorvido excretado de forma inalterada por via renal (WELLING, 1986).
0 O o O
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il ~NH
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o
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Figura 4: Estrutura quimica da Hidroclorotiazida (Fonte: MARTINDALE, 2009).

Cl
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3.3.5 Losartana

A losartana (Figura 05) (1995), 2-butil-4-cloro-1-[[2-(2H-tetrazol-5-il)[1,1-
bifenil]-4-il]metil]-1H-imidazol-5-metanol foi o primeiro farmaco anti-hipertensivo
ndo-peptidico oral, usado na terapéutica (McINTYRE, CAFFE, et al., 1997); pertence a
classe dos blogueadores dos receptores AT: da angiotensina Il (BRA I1), age no sistema
renina-angiotensina-aldosterona, bloqueando a ligacdo da angiotensina Il com o0s
receptores ATz, diminuindo o efeito vasoconstritor e regularizando a pressao arterial . E
o farmaco de escolha no tratamento de pacientes que, além de hipertensos, apresentam
alto risco cardiovascular e outras comorbidades (DBH VI - SBC 2010; JOHNSTON,
1995; PRASAJA, SASONGKO et al., 2009). A losartana é rapidamente absorvida,
sendo metabolizada pelas enzimas do CYP450, aproximadamente 14% da dose oral
apo6s a administracdo é convertida em um dos metabolitos mais ativos (EXP3174) e
ambos apresentam alta taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas (entre 98,7 e 99,8%).
Cerca de 65% da dose oral de losartana sofre eliminacéo biliar, o restante é eliminado
por via renal, em sua maioria 0 metabdlito EXP3174 (ISRAILI, 2000).

Cl
M
I'iﬁ"r;\/‘\/éIr 1Il OH
N N—NH
T
N, N

Figura 5: Estrutura quimica da Losartana (Fonte: MARTINDALE, 2009).

3.3.6 Maleato de Enalapril

O maleato de enalapril (Figura 06) (1984), N-[(1S)-1-(etoxicarbonil)-3-
fenilpropil]-L-alanina-L-prolina ¢ um pro-farmaco anti-hipertensivo da classe dos
inibidores da enzima conversora d angiotensina (IECA), necessitando ser hidrolisado

em enalaprilato depois da sua absorcdo. O maleato de enalapril age no sistema renina-
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angiotensina-aldosterona, inibindo a formacao de angiotensina I em angiotensina Il e
diminuindo a formacdo de aldosterona, dessa forma, diminui a resisténcia vascular e os
niveis pressoricos; o enalapril difere do captopril em um grupo sulfidrila e na funcéo
mercapto, que se acreditam ser os responsaveis pelos efeitos adversos mais comuns no
captopril (DBH VI - SBC 2010; THONGNOPNUA e POEAKNAPO, 2005;
TABACOVA e KIMMEL, 2001). Ap6s a administracdo da dose oral, cerca de 60% do
farmaco é absorvido, rapidamente metabolizado e transformado o seu metabdlito ativo;
0 maleato de enalapril possui excrecdo primariamente renal, aproximadamente 61%; o
restante pode ser eliminado de forma inalterada ou por via biliar (TABACOVA e
KIMMEL, 2001; RIBEIRO, MUSCARA et al., 1995).

HOOG
HiC OO o
N

N

H

O

Figura 6: Estrutura quimica do maleato de enalapril (Fonte: MARTINDALE, 2009).

24



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao dos farmacos realizados nos testes:

As amostras dos seis farmacos anti-hipertensivos utilizados no testes foram
adquiridas a partir de uma farmacia de manipulacdo no municipio de Uruguaiana, RS.

Todos os seis farmacos possuem os laudos de analise de controle de qualidade (ANEXO

).

4.2 Preparacdo da cultura celular de Linfécitos:

As culturas de linfécitos foram preparadas utilizando 1 mL de sangue venoso
(coletado por venopuncao de voluntario, aprovagdo no CEP/UFSM 0089.0.243.000-07)
e imediatamente transferido para o meio de cultura contendo 9 mL de RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de estreptomicina / penicilina,
conforme descrito em trabalho prévio do nosso grupo (MONTAGNER et al., 2010). As
celulas foram acondicionadas em frascos de culturas e colocadas em estufa a 37°C em
ambiente de 5% de CO; por 72 horas.

4.3 Tratamento das culturas

Todas as culturas receberam a adi¢do do farmaco anti-hipertensivo, no volume
final de 1000pL.Todos foram diluidos em tampdo fosfato pH 7.4 Os grupos testados
foram: Controle Negativo (CN) com tampao fosfato pH 7.4, Controle Positivo (CP)
com Bleomicina 3uM, Grupo Atenolol, Grupo Captopril, Grupo Cloridrato de
Propanolol, Grupo Hidroclorotizida, Grupo Losartana e Grupo Maleato de Enalapril,
todos nas concentracdes mostradas na Tabela 01 - Pico Plasmatico, 2xPP, 10xPP, PP/2

e PP/10. Todos os testes foram realizados em triplicata.
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Tabela 1: Concentragdes dos seis anti-hipertensivos que foram usadas no tratamento das culturas

de leucécitos humanos.

Pico
At 2xPP 10xPP PP/2 PP/10
Farmaco Plasmatico Referéncias
-PP* (ng/mL)  (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(ng/mL)
Rouge et
Atenolol 248,7 497,4 2.487 124,35 24,87
al.1998
Chik et al.,
Captopril 225 450 2.250 1125 22,5
2014.
Cloridrato de Zhang et al.,
14,5 29 145 7,25 1,45
Propranolol 20009.
Beerman e
Hidroclorotiazida 142 284 1.420 71 14,2 ]
Grind, 1977.
Losartana Tamini et al.
252,6 505,2 2.526 126,3 25,26
2005.
Maleato de Pisarev et
71,5 143 715 35,75 7,15
Enalapril al.2005

* Os picos plasmaticos foram escolhidos com base nas medicagdes fornecidas pelo Programa Farmécia
Popular, a saber: Atenolol 25mg, Captopril 25 mg, Cloridrato de Propranolol 40mg, Hidroclorotiazida

25mg, Losartana 50mg e Maleato de Enalapril 10mg,

4.4 Avaliacdo dos parametros genotoxicol6gicos
4.4.1 Viabilidade Celular

A viabilidade foi avaliada através da perda da integridade da membrana, utilizando
0 método do Azul de Tripam, descrito por BUROW et al., 1998. Nesta técnica uma
aliquota celular proveniente das culturas de linfocitos foi misturada ao corante Azul de
Tripan, colocada em camara de Neubaeur e visualizada no microscépio em aumento de
400x. A diferenciacdo entre células viaveis e inviaveis se deu pela observacao da cor azul

nas células inviaveis (Figura 7).
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-~ Leucocito Viavel

Figura 07: Interpretacdo do teste de viabilidade celular (400X). Observamos o linfécito inviavel com

coloragdo azulada e o vidvel transparente (Fonte: Autor).

4.4.2 Teste Cometa

Este teste foi realizado a partir da técnica descrita por SINGH, 1995. Apds a
incubacdo e homogeneizacdo das amostras celulares com agarose de baixo ponto de fuséo,
as mesmas foram colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose 1,5% e incubadas em
solugcdo de lise. Depois desse processo, as laminas foram submetidas a corrida
eletroforética — 20min, 300mA, 25V; em tampdo NaOH 300mM e pH >13. Posterior ao
processo de eletroforese, as ldminas foram neutralizadas e secas em temperatura ambiente.
Apdbs a secagem, as laminas foram fixadas, secas novamente, reidratadas e coradas com
solugdo de nitrato de prata. Os danos ao DNA foram classificados de acordo com o indice
de dano, avaliado a partir da migracdo das proteinas do DNA, que pode variar de 0 — onde
nédo ha dano, até 4 — onde ha 0 maximo de dano. Danos de DNA foram determinados como
indice de dano ao DNA (ID). O dano ao DNA foi calculado a partir das células com
diferentes classificacBes de danos (Figura 08); o indice de dano varia de 0 (100 células x 0
quando nédo ocorreu dano) a 400 (100 células x 4, quando ocorreu 0 maximo de dano).

Diamotro Nucloar |
Length:27.83um
»

e -

Figura 08: Interpretacéo do teste cometa (400X). Observamos, da esquerda para a direita, danos

progressivos de Zero até trés (Fonte: Autor).
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4.5 Avaliacéo dos parametros mutagénicos
4.5.1 Teste de Micronucleo

Um dos parametros mutagénicos foi avaliado através do teste de Micronucleo, de
acordo com a técnica descrita por SCHMID (1975). Por meio desta técnica, as laminas
foram analisadas em microscopio em um aumento de 1000x e classificadas de acordo com
a presenca de: células mononucleadas com a presenca de um, dois ou trés micronucleos,
além de células em necrose ou apoptose (Figura 09). Os resultados sdo apresentados como

indice de Divisdo Nuclear (IDN), calculado de acordo com Fenech, 2000.

Figura 09: Interpretacéo do teste de micronucleos (400X). Observamos em “A” uma célula binucleada

com UM micronucleo, e em “B” outra célula binucleada trés micrnucleos (Fonte: Autor).

4.5.2 Instabilidade Cromossdmica

A instabilidade cromossdmica foi avaliada a partir da técnica de Citogenética da
Banda G descrita por YUNIS (1976), que prevé a adicdo de 10uL/mL de Colchicina em
cada cultura celular. Apds a adicdo, segue-se a incubacdo por 1 hora, a 37°C. Depois de
incubadas, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 1800 RPM. Posterior a
centrifugacdo, o sedimento celular foi ressuspendido em solucdo hipotonica de KCI e
incubados a 37°C por 16 min. Apds outra centrifugacdo, o sedimento foi ressuspendido em
acido acético/metanol (1:3) e submetido a sucessivas centrifuga¢bes. Por ultimo os
sedimentos obtidos foram colocados em laminas e a secagem foi feita a temperatura
ambiente. A coloragdo foi feita com corante Giemsa e a analise das laminas em

microscopio no aumento de 1000x (Figura 10).
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Figura 10: Interpretacgéo do teste de instabilidade cromossémica (1000X). As duas figuras mostram
células com ndmero normal de cromossomos. Em “A” observamos uma célula em metafase e em “B”

uma célula em anéfase (Fonte: Autor).

4.6 Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em software estatistico especifico. As analises
foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida de teste Post-Hoc
de Dunnet’s. Foram considerados significativos os resultados com valor de p<0,05. Os
controles negativos (Tampé&o fosfato pH 7,4) e positivos (Solucdo de Bleomicina 3ug/mL)

apresentam uma diferenca estatistica com p<0,0001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros genotoxicologicos

5.1.1 Viabilidade celular

Os resultados obtidos na técnica de viabilidade celular (Figura 11) em
leucdcitos humanos expostos a cinco diferentes concentracBes de diferentes anti-
hipertensivos demostram que, quando comparados ao controle negativo (CN), apenas o
cloridrato de propranolol e a hidroclorotiazida ndo apresentaram diferenca estatistica
entre as doses testadas. O cloridrato de propranolol apresentou uma viabilidade celular
de 98,7£0,70%; ja a hidroclorotiazida de 92,6+3,02%; o controle positivo apresentou
uma viabilidade de 74,3£2,49%. Em relacdo aos demais farmacos testados, o atenolol
mostrou uma diminuicdo na viabilidade celular de acordo com o aumento da
concentracdo a partir do pico plasmatico, apresentando uma viabilidade de
aproximadamente 85+1,47% para as trés maiores concentracdes. Para o captopril e 0
maleato de enalapril, ambos pertencentes a mesma classe, concentra¢cbes maiores
indicaram menos do que 84%=2,40 de células viaveis, ressaltando que o maleato de
enalapril mostrou essa diminuicdo de ceélulas vidveis tanto para 2xPP quanto para
10xPP. Para a losartana, os testes indicaram um percentual menor de células viaveis nas
menores concentracles, 73+6,53% para a concentracdo PP/10 e 81+2,94% para a

concentracédo PP/2.
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Figura 11: Teste de viabilidade celular em linfocitos humanos expostos a cinco diferentes
concentracdes de anti-hipertensivos distribuidos pelo PFPB. Os dados séo expressos em média +
desvio padrao, realizados em triplicatas. Foram considerados significativos resultados com p<0,05
para as amostras, para os controles negativo e positivo foram considerados significativos resultados
com p<0,001.

A partir dos resultados obtidos, é possivel observar que, a exce¢do do atenolol,
todos os outros farmacos ndo apresentaram alteracdes na viabilidade celular quando
testados em nivel plasmatico, apenas em altas concentracdes, como o captopril e 0
maleato de enalapril, ou em baixas concentracdes, como é o caso da losartana. Deve-se
chamar atencdo para esses dados, pois, quando hd uma doenca renal estabelecida ou
erros de administracdo, sabe-se que hd um aumento nos niveis plasmaticos dos farmacos
(KIRCH e GORG, 1981; TABACOVA e KIMMEL, 2001).

Estes resultados sdo corroboram os relatos de Parolini e colaboradores (2011),
que demonstraram uma pequena reducdo da viabilidade celular em células da glia e da
glandula digestiva de peixes mesmo em concentracdes baixas de Atenolol, na ordem de
10 pg/mL. O mecanismo ndo é esclarecido, porém as hipdteses estdo relacionadas com
a geracao de radicias livres, pelo atenolol. Estes radicais livres sdo altamente toxicos as
células, levando a morte celular por apoptose (CAMINADA et al, 2006).

Em relacdo a citotoxicidade causada pelo Captopril e o Enalapril em altas
concentragOes, também foi relatada por Jurima-Romet e Huang (1993) para células de
hepatdcitos humanos. Neste trabalho, as citotoxicidade para esta linhagem foram na

ordem de 430 pg/mL para o Captopril e de 752 pg/mL para o Enalapril. Em nossos
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resultados com Linfocitos, o Captopril mostrou-se tdxico em doses proximas a
2000ng/mL (10 vezes o pico plasmatico) e o Enalapril em doses superiores a 143ng/mL.
A toxicidade destes compostos, assim como da Hidroclorotiazida, esté relacionado com
a producdo de radicais livres (JURIMA-ROMET e HUANG, 1991). Como no
hepatocito estes compostos sofrem acdo do citocromo P450 e a acdo tamponante da
Glutationa, os limites toxicos sdo mais altos (PURCLUTEPE et al, 2011).

5.1.2 Teste Cometa

A partir do teste Cometa, obtiveram-se resultados (Figura 12) que demonstram
que alguns anti-hipertensivos induzem dano no DNA. Atenolol, propranolol e losartana,
mostraram indices muito semelhantes ao CN, ndo apresentando diferenca estatistica

significativa (p<0,05).

Jé& para os farmacos inibidores da ECA, captopril e maleato de enalapril, o dano
de DNA mostrou-se como concentracdo dependente, ou seja, conforme ha o aumento da
dose testada, ha também o aumento nos niveis de dano; observou-se também que o
aumento no dano ao DNA tem inicio a partir da concentracdo Pico Plasmatico (PP), em

ambos os casos 5X maior que o controle, chegando até 15X nas maiores doses.

A hidroclorotiazida apresentou dano ao DNA para todas as cinco concentracdes
testadas, demonstrando que o farmaco causou danos ao DNA, quando comparado ao
controle negativo e que este dano independe da dose testada em niveis plasmaticos. A

média de dano observado alcangou até 5X o valor do dano do controle negativo.
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Figura 12: indice de dano ao DNA obtido pelo teste Cometa em linfécitos humanos expostos a cinco
diferentes concentracgdes de anti-hipertensivos distribuidos pelo PFPB. Os dados sdo expressos em
média + desvio padrao, realizados em triplicatas. Foram considerados significativos resultados com
p<0,05 para as amostras, para os controles negativo e positivo foram considerados significativos
resultados com p<0,001.

A toxicidade genética observada para o Captopril e Maleato de Enalapril,
Bartosz e colaboradores (1997) demonstraram que estes farmacos podem atuar como
antioxidantes ou prooxidantes dependendo do sistema onde estdo envolvidos. Nos
sistemas como plasma celular, onde a concentracdo de tids ndo € elevada, predomina a
acao prooxidante. Kunisada et al (2013) demonstrou que a hidroclorotiazida pode reagir
com os radicais livres presentes na célula por ocasido de seu préprio metabolismo,
criando dimeros de timina. Estes dimeros podem reagir formando dimeros de timina-
ciclobutano (Figura 13), que lesam severamente 0 DNA por mecanismo semelhante a

rediacdo UV.
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Figura 13: Formagcdo dos Dimeros de Timina-Ciclobutano que lesam o DNA (Fonte: Disponivel em
fbio.uh.cu. Acesso em 22/01/2016).
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5.2 Parametros mutagénicos
5.2.1 Teste de Micronucleo

O micronucleo é caracterizado no momento da divisdo celular, podendo decorrer
a partir da quebra de cromossomos com fragmentos acéntricos ou de cromossomos
inteiros, que ndo sdo capazes de migrar para os polos celulares durante o processo
mitdtico (FENECH, 200).

A contagem de microndcleos (Figura 14) para os seis anti-hipertensivos
testados ndo apresentou um resultado significativo, pois quando comparados ao controle
negativo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos, bem como ndo houve
diferenca entre as concentracdes testadas; a diferenca entre os controles negativo e
positivo mostrou-se estatisticamente diferente (p<0,001), tendo CN apresentado um
resultado de 2+0,81 células com micronlicleo e CP apresentado um resultado de
32,6+2,5 células com microndcleo; o que nos permite sugerir que os anti-hipertensivos
atenolol, captopril, cloridrato de propranolol, hidroclorotiazida, losartana e maleato de

enalapril ndo interfiram no processo mitdtico a ponto de causar mutagdes.
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=== Controle Positivo (Bleomicina 3pg/mL) 10x Pico Plasmatico

=== Pico Plasmatico

Figura 14: Contagem de micronucleos em leucdcitos humanos expostos a cinco diferentes
concentracdes de anti-hipertensivos distribuidos pelo PFPB. Os dados sdo expressos em média +
desvio padréo, realizados em triplicatas. Foram considerados significativos resultados com p<0,05
para as amostras, para os controles negativo e positivo foram considerados significativos resultados
com p<0,001.
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5.2.2 Instabilidade Cromossdmica

Assim como na contagem de micronucleos, os resultados para a instabilidade
cromossémica numerica (Figura 15) ndo apresentou resultados significativos, pois ndo
houve diferenca estatistica entre CN e os seis farmacos testados, assim como também
ndo houve diferenca entre as doses testadas destes seis farmacos. Novamente, a
diferenca estatistica entre os controles negativo e positivo apresentou-se como p<0,001;
onde o controle positivo apresentou um percentual de instabilidade cromossémica

numerica de 18,4%, enquanto o controle negativo apresentou um percentual de 2%.

% de Erros
Cromossdmicos Numéricos

Atenolol Captopril Enalapril Hidroclorotiazida Losartana Propranolol

. = Pico Plasmatico / 10
=== Controle Negativo (PBS pH 7.4) 2x Pico Plasmatico
. . mmm Pico Plasmatico / 2
=== Controle Positivo (Bleomicina 3pg/mL) 10 x Pico Plasmatico
=== Pico Plasmatico

Figura 15: Instabilidade cromossémica numérica em leucdcitos humanos expostos a cinco
diferentes concentragdes de anti-hipertensivos distribuidos pelo PFPB. Os dados sdo expressos em
média + desvio padrao, realizados em triplicatas. Foram considerados significativos resultados com
p<0,05 para as amostras, para o0s controles negativo e positivo foram considerados significativos

resultados com p<0,001.

Os resultados deste trabalho para os pardmetros mutagénicos (instabilidade
cromossémica numérica e teste de micronucleos) se assemelham aos resultados
descritos por Snyder et al. (2001) e Bambrilla et al. (2009), que também demonstraram
ndo haver mutagenicidade dos anti-hipertensivos atenolol, captopril, cloridrato de
propranolol, hidroclorotiazida, losartana e maleato de enalapril, através dos testes de
instabilidade cromossémica (in vitro e in vivo) e do teste de micronicleo em ratos ou
camundongos. O teste de Ames, com diferentes cepas de S.typhimurium também

apresentou resultados negativos.
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6 CONCLUSOES

A partir deste trabalho foi possivel verificar que farmacos anti-hipertensivos que
sdo amplamente distribuidos e usados pela populacdo, através do Programa Farmécia
Popular do Brasil, além de eficazes, também sdo seguros no que tende & possiveis
efeitos mutagénicos, tendo essa seguranga comprovada neste trabalho e sustentada por

trabalhos na literatura.

Por outro lado, quanto aos pardmetros genotoxicoldgicos, cabe uma atencéo
maior no que tende a situacdes que possam levar a um aumento de niveis plasmaticos de
alguns anti-hipertensivos, como os inibidores da ECA captopril e maleato de enalapril,
que mostraram diminuir a viabilidade celular e causar danos em nivel de DNA
conforme o aumento do pico plasmaético, e da hidroclorotiazida que mostrou pode gerar

dano ao DNA independente dos niveis plasmaticos.

Cabe ressaltar que testes para avaliacdo do mecanismo de acao genotoxicoldgica

devem ser realizados para a complementacao dos resultados obtidos neste estudo.
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LAUDOS DOS

ANEXOS

FARMACOS UTILIZADOS

€ aleiza

ATENOLOL
C.A.S.: 29122-68-7

Certificado de Andlise

Nr.Ctrl. 039312.00-037184.00G0018/3721

D.C.B.: 00911 Seq.1/7 Pégina: 1/2 115

Data de Fabricagao: 1/7/2012
Data de Validade: 28/6/2017

Lote de Fabricagao: 1207080
Pais de Origem: INDIA ==
Nota Fiscal: 0194115

Produto encontra-se nos

Lote Galena (CIQ): 1308018806
Ordem Fracionamento (OF): 341976

Dad itante

Requisitante: GALENA QUIMICA E FARMACEUTICA LTDA
Enderego: RUA PEDRO STANCATO, 860 - CAMPO AMARAIS
Férmula Molecular: C14i42711203

Peso Molecular: 266.54

Classe Terapdutica: Antinipertensivo, Antiarritmico, Antianginoso

ARMAZENAMENTO: Armaz.Temp. Ambiente, em recipiente fechado protegido da luz e umidade.

CNPJ: 57.442.774/0001-90
Cidade: CAMPINAS/SP

Fone: 0800 7714 270
CEP: 13 082-050

Incerteza de

«nalises/Componentes Espaecificagoes Medigdo (U) Resultados das analises
IDENTIFICAGAO

Infravermelho (0) Positivo Positivo

Ultravioleta (0) Positivo Positivo
SOLUBILIDADE

Agua (0) Pouco soluvel Pouco soluvel

Etanol (0) Ligeiramente soluvel Ligeiramente soluvel

Metanol (0) Facilmemte soluvel Facilmemte soiuvel

Isopropanol (0) Pouco soluvel Pouco soluve!
PROPRIEDADES FISICO-Q!/MICAS

Descrigdo (0) P6 brance ou praticamente branco, P06 branco, inodoro

inodoro

Dosaamento (substancia ¢ ___98.0% 3 102.0% B 14% 100,06 %

Perda por dessecagao (0) s Nao mais aue 1% ~ T O 0,50% Py

Ponto de fusao (0) 152,0°C a 166,5°C 3.29 154,0°C

Reslduo de ignigéo (0) Nao mais que 0,2% 008% 00%

Cloreto (0) Nao mais que 0.1% <01%

Impurezas Organicas (0) Impureza individuai: Ndo mais que Conforme

0,25%
Total impurities: Nao mais que 0.5%

"BSE! RVAGOES

Os resultados presentes neste Certificado de Analise, tem seus valores restriios a este lote.

- As andlises foram realizadas no Laboratério de Controle da Qualidade Galena.
ias: (0) F éia Ameri 34° Edigao

- A incerteza expandida de medigao relatada ¢ declarada como a incerteza padréo da medigao multiplicada pelo fator de abrangéncia k

Para o ensaio Agua por Kail

sher K= 2,52, pH K=2,37; Ponto de Fusao K=2,65; Perda por Dqssecacéo K=2,10 para os demais testes do

escopo K=2 que para uma
A incerteza padrao de muc

stribuigdo normal corresponde a uma p de de
20 foi determinada de acordo com a publicagao EA-4/02

de ap

d te 95%.
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Pharmanostra®
CERTIFICADO DE ANALI

SE

[INSUMO: CAPTOPRIL Pag 1
ORIGEM/PROCEDENCIA: CHINA/ALEMANHA DATA DE ANALISE: 19/09/2014
LOTE PHARMA NOSTRA: 11124861B LOTE FABRICANTE: [5103-11-320
DATA DE FABRICAGAO: Outubro/2011 DATA DE VALIDADE: |Setembro/2015
DCB: 01699 CAS: 62571-86-2
CONDICOES DE ARMAZENAGEM: | TEMPERATURA 23°C A 27°C
OBS 1: [FM: CiH,:NO,S
OBS 2: [PM: 217,29 b
DATA DE EMISSAO{06/10/2014 NF:[5-098.521ORDEM FRACIONAMENTO:| 7034-14 DATA ENC: [19/09/2014
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS REFERENCIAS
Descrigao* Pé cristalino branco ou quase branco, com | Pé cristalino quase branco |USP - 36
um odor caracteristico de sulfito com um odor caracteristico
de sulfito
Identificagcdo* IV - O espectro da amostra esta de acordo | Conforme USP - 36
com o do padrao
Solubilidade* Facilmente solivel em dgua, em metanol, | Conforme USP - 36
em alcool e em cloroférmio
Rotag&o especifica* - 125° a -134° -131,50° USP - 36
Perda por dessecagao* < 1,0 % (3horas/60°C & vacuo) 0,87% USP - 36
Residuo por ignigao* <0,2% 0,16% USP - 36
Ponto de fusdo* 104 - 110°C 109,93°C USP - 36
Substancias relacionadas* Captopril disulfeto < 1,0% 0,057%
Outras impureza < 0,2% 0,159% USP - 36
Impurezas totais < 0,5% 0,216%
Solventes residuais* Acetato de etila < 500 ppm 1,01 ppm USP - 36
Acetona < 500 ppm 2,41 ppm
Metais pesados* <0,003% < 0,003% USP - 36
Teor (Base Anidra) * 97,5 - 102,0% 100,29% USP - 36
TESTE ADICIONAL ;
Densidade aparente* Informativo (sem compactagao) 0,48 g/mL Mét. Geral FB V

“Resultados oblidos em analises realizadas no Laboraltério de Controle de Qualidade Pharma Nostra (UNI

transcritos conforme certificado de anélise do fabricante.
LEGENDA DAS REFERENCIAS: FB (Farmacopeia Brasileira) / USP (United States Pharmacopoeia) / EP (European Pharmacopoeia) / BP (British
Pharmacopoeia) / JP (Japanese Pharmacopoeia) / MG (Método Geral farmacopeico) / Fabricante (especificag@o e metodologia conforme o fabricante do
nsumo) / Informativo (resultado fornecido como informativo pelo LCQ SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA) .

CONCLUSAO: (X ) Aprovado

S ———
Responsével pelo Lab. Cont

ole de Qualidade

Jo&o Paulo Sartin Mendes - CRF -GO: 7355

DE ANAPOLIS) . E os demais foram

( ) Reprovado

e "/
ResponsavelTécnico
Rodrigo Molinari Elias - CRF-GO N2 3234
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@ Dalera

C.A.S.: 76095-16-4

Certificado de Analise

Nr.Ctrl.: 0000545/201400-0001089/201400G00-010339601

ENALAPRIL MALEATO - 0,250 KG

D.C.B.: 03370

Pagina: 01

Data de Fabricagao: 07/09/2013
Data de Validade: 28/08/2017

Lote Galena (CIQ): 1407005006

Dados do Requisitante

Requisitante:
Enderego:

Galena Quimica e Farmaceutica Ltda

Rua Pedro Stancato, 860

CNPJ: 57.442.774/0001-90

Lote de Fabricagdo: 5112-13-196
Pais de Origem: CHINA
Ordem Fracionamento (OF): 00340902002

Cidade: Campinas/SP

Formula Molecular:

C20H28N205.C4H404

Informagées Ci I

P

es:  Nome Quimico:

Peso Molecular:492 52

N-[(18)-1-(Ethoxycarbonyl)-3-phenylpropyl}-L-alanyl-L-prolin
e ; 1-[N-[(S)-1-carboxy-3-phenylpropyl]-L-alanyl]-L-proline

1¢-ethyl ester

Armazenamento: ARMAZ TEMP AMB.CONTROLADA, FECHADO, PROTEGIDO DA LUZ E

Fone: 0800 7714 270
CEP: 13.082/050

Classe Terapéutica: Anti-hipertensivo’

(©)]

-pH (3)

UMIDADE
Incerteza de
A. iises/Componentes Especificagbes Medigao (U) Resultados das Anallses
LABORATORIO FISICO-QUIMICO
- DESCRICAO (3) Po cristalino branco ou quase Po cristalino branco
branco
- PERDA POR DESSECACAO (3) Nao mais que 1,00 % 0,17 % 0.74 %
- IDENTIFICACAO POR INFRAVERMELHO Positivo Positivo
- CINZAS SULFATADAS (3) N&o mais que 0,20 % 0,08 % 0.03 %
24 a29 0,09 2.6
- METAIS PESADOS (3) Nao mais que 10 ppm Nao mais que 10 ppm
- IDENTIFICACAO POR HPLC (3) Positivo Positivo
- DOSEAMENTO (SUBSTANCIA SECA) (3) 98,00 % a 102,00 % 1,40 % 99.0533 %
- SUBST. REL. IMPUREZAS TOTAIS (3) N&o mais que 2,00 % 0%
- DENSIDADE APARENTE (7) o Informativo o 0,4947 g/mL

Observagées

- Os resultados presentes neste Certificado de Anélise tem seus valores restritos a este lote.

- As anélises foram realizadas no Laboratério de Controle da Qualidade Galena.

Referéncias: (3)FB5; (7)GALENA

-+ .erteza expandida de medigéo relatada ¢ declarada como a incerteza padrao da medigao multiplicada pelo fator de
abrangéncia K. Para o ensaio Agua por Karl Fisher K=2,52; pH K=2,37; Ponto de Fus&o K=2,65; Perda por Dessecagao K=2,10;
para os demais testes do escopo, K=2, que, para uma distribui¢&o normal, corresponde a uma probabilidade de 95%.

A incerteza padrdo de medigao foi determinada de acordo com a publicagédo EA-4/02.

Resultado:

( X )Aprovado

Ldacia Eli Scareli
Farmacéutica Responsével
CRF-SP: 16.148

Data Inicio: 15/07/2014

Renata Timm
Gerente da Qualidade
CRF-SP: 24.404

Data Término: 15/07/2014
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CERTIFICADO DE ANALISES DO CONTROLE DE QUALIDADE

FAGRON ) Pagina 13/19
( Autorizacao de Funcionamento M.S:1.01284-7 Impressdo 10/05/13 10:55
Aut.Especial de Funcionamento M.S:1.20182-2 NF. 327.794 de 10/05/2013
Insumo: HIDROCLOROTIAZIDA
Lote 1120605  #2 Origem : China Fabric : 05/06/2012
Lote Fab; 120605 Procedencia : Hong Kong Validade : 04/06/2015
Formula : C7 H8 CI N3 04 S2 PM :297.7 Frac : 614537 30/01/2013
DCB 1 04652 DCI : 0841 CAS : 58-93-5 Analise : 119032 30/01/2013
Categoria Terapeutica : DIURETICO
Ensaio Especificagcdo Resultado
* DESCRIGAO PO CRISTALINO BRANCO OU QUASE BRANCO. DE ACORDO
* SOLUBILIDADE MUITO POUCO SOLUVEL EM AGUA DE ACORDO  “'
* SOLUBILIDADE SOLUVEL EM ACETONA DE ACORDO
* SOLUBILIDADE LIGEIRAMENTE SOLUVEL EM ETANOL 96% DE ACORDO
* SOLUBILIDADE DISSOLVE-SE EM SOLUCOES DE HIDROXIDOS ALCALINOS DE ACORDO
* IDENTIFICAGAO UV-VISIVEL: ENTRE 250 A 350 nm APRESENTA MAXIMAS EM 273 E 323 DE ACORDO
nm
* IDENTIFICAGAO UV-VISIVEL: RAZAO ENTRE 273 E 323 ENTRE 54 E 5,7 5,59
**2ENTIFICACAO ESPECTOFOTROMETRIA INFRAVERMELHO DE ACORDO
> . ~IDEZ OU ALCALINIDADE: MAXIMO 0,4 mL DE HCL 0,01N 0,3mL HCL 0,01M
* CLORETO MAXIMO: 100 ppm <100 ppm
* DENSIDADE APARENTE 0,5241 g/mL
* PERDA P/SECAGEM  |MAXIMO: 0,5% 0,11%
* CINZA SULFATADA MAXIMO 0,1%. 0,08%
* DOSEAMENTO POTENCIOMETRIA: 98,0% - 102,0% SUBSTANCIA SECA 98,68%
ENSAIOS ADICIONAIS REALIZADOS PELO FABRICANTE
SUBS. RELATADAS IMPUREZA A,B,C: MAXIMO 0,5% 0,12%
SUBS. RELATADAS TOTAL DE OUTRAS IMPUREZAS: MAXIMO 1,0% 0,51%

MONOGRAFIA : BP 2011 PAG. 1072, 1073 E 1074
LAUDO ORIGINAL DO FABRICANTE CUMPRE COM BP 2009
NOMENCLATURA : HIDROCLOROTIAZIDA
[ Ficha de Seguranga |
REGURANCA . ACONDICIONAR EM RECIPIENTES HERMETICOS, AO ABRIGO DO CALOR E UMIDADE ]
Parecer Tecnico : DENTRO DOS ITENS PESQUISADOS, O LOTE CUMPRE COM AS ESPECIFICACOES
0BS:(*)Os ensaios foram i no L io de Controle de Qualidade FAGRON e os demais estdo em conformidade com o Certif.de Analise do Fabricant
/}L Ak Q
/|
Dra. Kely Cristina de Lima Oliveira

Farmacéutica Responsavel Técnica
CRF-SP:52.472

Biin lLimimasd T7E/770/00%

1A Ariantal

Cana 11 RN22.270N
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CERTIFICADO DE ANALISES DO CONTROLE DE QUALIDADE

FAG RON Pagina 6/9
P Autorizacao de Funcionamento M.S:1.01284-7 \ Impressao 10/12/14 13:00
g Aut.Especial de Funcionamento M.S:1.10238-0 NF. 033.200 de 10/12/2014
Insumo: LOSARTAN POTASSICO
Lote : 140316698 Origem : India Fabric : 31/12/2013

Lote Fab: LTP/1312011
Formula : C22H22CIKN6 O

Procedencia : India
PM : 461,00

Validade : 01/11/2017

Frac : 344014 08/05/2014

DCB 1 05432 DCI : 6913 CAS :124750-99-8
Ensaio Especificagdao Resultado Referencia
* DESCRICAO PO BRANCO A QUASE BRANCO } PO QUASE BRANCO |USP - 36
* IDENTIFICAGAO IV - O ESPECTRO DA AMOSRA ESTA DE ACORDO CONFORME USP - 36
COM O PADRAO
* IDENTIFICAGAO UV - O ESPECTRO DA AMOSTRA DA AMOSTRA E CONFORME USP - 36 "
SIMILAR AO DO PADRAO o
* IDENTIFICAGAO POSIIVO PARA POTASSIO CONFORME USP - 36
* SOLUBILIDADE FACILMENTE SOLUVEL EM AGUA CONFORME USP - 36
* SOLUBILIDADE LIGEIRAMENTE SOLUVEL EM ALCOOL CONFORME USP - 36
ISOPROPILICO
* SOLUBILIDADE POUCO SOLUVEL EM ACETONITRILA CONFORME USP - 36
UMIDADE MAXIMO: 0,5% 0,38% USP - 36
METAIS PESADOS MAXIMO: 10 ppm <10 ppm USP - 36
* PUREZA IMPUREZA INDIVIDUAL MAXIMO 0,2% 0,170% USP - 36
CROMATOGRAFICA
* PUREZA TOTAL DE IMPUREZAS MAXIMO 0,5% 0,170% USP - 36
CROMATOGRAFICA
* DOSEAMENTO 98,5 - 101,0% (BASE ANIDRA E LIVRE DE 98,91% USP - 36
SOLVENTES)
* SOLVENTES ACETATO DE ETILA: MAXIMO 1000 ppm 278,68 ppm USP - 36
RESIDUAIS
* SOLVENTES METANOL: MAXIMO 500 ppm NAO DETECTADO UspP -3¢
RESIDUAIS
* SOLVENTES TOLUENO: MAXIMO 100 ppm 85,88 ppm USP - 36
RESIDUAIS
* SOLVENTES TRIETILAMINA: MAXIMO 100 ppm NAO DETECTADO USP - 36
RESIDUAIS
* SOLVENTES METIL ISOBUTIL CETONA: MAXIMO 500 ppm NAO DETECTADO USP - 36
RESIDUAIS
* SOLVENTES ISOPROPANOL: MAXIMO 5000 ppm NAO DETECTADO USP - 36
RESIDUAIS
* SOLVENTES CLOROFORMIO: MAXIMO 60 ppm NAO DETECTADO USP - 36
RESIDUAIS
|* DENSIDADE APARENTE: INFORMATIVO (SEM COMPACTAGAQ) 0,46 g/mL MET. GERAL FB V
NOMENCLATURA : LOSARTAN POTASSICO
Ficha de Seguranga
SEGURANCA - ACONDICIONAR EM RECIPIENTES HERMETICOS, AO ABRIGO DO CALOR E UMIDADE

0BS:(*) Os ensaios assinalados foram realizados no Laboratorio de Controle de Qualidade SM
e os demais ensaios foram transcritos conforme o Certificado de Analise do Fabricante

Dra. Shirlei Conti Teruya de Sales

Farmacéutica Responsavel Técnica
CRF-SP:65.711

pi i F: sticos LTDA CNPJ: 44.015.477/0006-20

{

SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA

Cep 06833-300

R Jose Semiao Rodrigues Agosti, 1370
Centro Log. Embu - SP

Fone 11 4785-5600
www.fagron.com.br
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:Qua dade

o sequren bt e | e e

2 Niveis de solventes residuais comprovadamente
seguros & satde dentro dos limites estabelecidos pelo ICH.

CERTIFICADO DE ANALISE

[INSUMO: ~ TPROPRANOLOL HCL &= A ‘T@’T_“l
ORIGEMIPROCEDEN ClA: CHINA/JHONG KONG DATA DE ANALISE: _ [29/04/2015
LOTE PHARMA NOS = A: 15041991A LOTE FABRICANTE: _|M140802 sha
DATA DE FABRICAG Julho/2014 DATA DE VALIDADE: |Julho/2017 }
DCB: 07482 CAS: 318-98-9 N
CONDI OES DE ARMAZENAGEM: TTEMPERATURA AMBIENTE ;]
FM: C . HxNo Tl iz |
OBS 2. PM: 2958 o T == R T
DATA D AO114/05/2015 INF: 10-062 72q ORDEM FRACIONAMENTO:[4891-15 __|DATA EN——T29/0~/2015
T ESPECIFICACOES — | RESULTADOS I_REFERENCIAS !
rDescriqao‘ "Po crislating branco a quase branco. | PA cristsiine Quase Hranco, USP - 37 &
| |inodoro inodoro i L . .~~—-i
]ldentlﬂeaq&o' A IV - O aspociio da amostra esta de Conforma ‘
acordo zom o vadrac i
| {B: HPLC - Q termpo de retengao da amostra | Conforme use - 37 i
i corresuonde av ternpo Je retencé@o do !
t [pa(mo !
i, | C: Pusitivo para cioroto - Conforme _~_l¥ - 5
{Solubiiidade' [ Sciivel em agua e en : Conforme Use- 37 ‘[
1 soltve! em cloroférmio; Pr zmcamen(e |
! > s L 1=
Perda por dessec ;A0 e 031% _|usP-37 |
'Fonto de Fusdo” ] - 165°C ; USP-37 ]
[f{otagao especi i USP - 37
Residuo por ign : — g USP - 37 i
4‘“"'“"_1»"’ ‘—TES,’{%_ :

1

L.
{Teor ’base “anic
1-

i o > e M. R S———— |
i:‘)ensndade apar to_ao gmls:. W y\g&_(}g:a_l FBV. )
“Rasultados obtl EMPREENDIMENTOS FAF MAGEUTICOS LTOA. E os demals

5 de Controle de Qualidaue

foram transeriles © do de andlise o icante.
LEGENDA DAS ' .+ Fi (Farmacopeis B sileira) / USP (United Stales i) | EP (E op P | BP (British
Phanmacopeeia) / - o, ru.nmuw.)oo'a) ! widteas Geral fa i e f 0 do
insumo) / Informatvo (resu! +ido coma infermativo puic LCQ SM EMPRE\.NDIMENTOS FARMACLUTK.OS LTDA)

CONCGLUSAD. (X)) Aprovado  ( ) Regprovado

s Yé i "

' = de Aualdacie Respans hd"“
Jo Ak -GO: 7355 Rodrige Molinari Elias - CRF - eo Ne 3234
1

\}\.Ll L(.,& »

\ \‘-\\('Lk

.Iu Fldlblvs. CRF 5"—’ 29 blﬂ

o (.on\a(.ll ()GUU 727 4865

47



