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INTRODUCAO

As algas marinhas sdo de extrema importancia para
0 ecossistema, pois sdo responsaveis por quase todo oxi-
génio produzido em nosso planeta. Elas podem apresentar
diversas utilidades no dia-dia, seja na alimentacdo, na in-
ddstria, agricultura, microbiologia e cosméticos. As algas
estdo classificadas em trés grupos principais: Cloroficeas
ou algas verdes, Feoficeas ou algas pardas e Rodoficeas ou
algas vermelhas. Esta Gltima vem despertando o interesse
de pesquisadores devido o largo emprego na indUstria ali-
menticia devido aos polissacarideos.

As carragenanas sdo polissacarideos extraidos de al-
gas vermelhas, descobertas no século passado, a partir de
Chondrus crispus. Esta espécie de alga era bastante utiliza-
da pela populagdo de Carrageen, cidade costeira da Irlan-
da, como agente espessante (substancia que aumenta a
viscosidade de um alimento), ou ainda, devido a sua fun-
cionalidade referente a viscosidade e capacidade de gelifi-
cacdo, conferindo textura aos alimentos caseiros. Embora
o primeiro estudo publicado sobre carragenanas tenha sido
realizado em 1844 (Schimidt, 1955), até o presente estes
polissacarideos tem sido objeto de estudos com respeito a
sua estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas, varia-
¢oOes intra e interespecificas e aplicagdes industriais.

Varios estudos demonstraram diversas atividades far-
macoldgicas desses polimeros sulfatados de algas verme-
lhas, dentre elas destacam-se: atividade antimicrobiana,
antiviral e anticoagulante. Além disso, as carragenanas
vém sendo utilizadas como ferramentas para investigar
o processo inflamatério em ratos e camundongos (Levy,
1969), uma vez que sdo indutoras deste processo. Quando
injetadas subcutdneamente na superficie plantar de uma

pata de rato, provocam uma inflamagdo caracteristica, que
pode ser usada para quantificar o poder de acdo de drogas
antiinflamatérias (Henriques et al., 1987; Salvemini et al.,
1996; Sammons et al., 2000, Cuzzocrea et al., 1998). Os
polissacarideos de algas vermelhas sdo constituidos basi-
camente de mondmeros sulfatados de D-galactose ligados
alternadamente com o-(1->3) e B-(1->4). Além da galac-
tose e sulfato, outros residuos de carboidratos como xilose,
glicose, acidos urdnicos podem estar presentes em baixas
quantidades em preparacdes da carragenanas (Van de Valde
et. al., 2004). Estas galactanas sulfatadas sao classificadas
de acordo com a presenca de 3,6-anidrogalactose, posicao
e ndmero de grupos sulfato (Rees, 1969; McCandless & Crai-
gie 1979).

Neste trabalho, foram extraidos polissacarideos da
alga vermelha Amansia multifida, comum no litoral brasi-
leiro, com o objetivo de caracterizar quimicamente por ele-
troforese os seus constituintes. Subseqiientemente, nosso
objetivo foi o de caracterizar a possivel propriedade farma-
coldgica anticoagulante destes polissacarideos.

MATERIAL E METODOS

A alga utilizada para o estudo foi coletada na praia
de Bazios (RN) durante a maré baixa, sendo posteriormente
catalogada pela Dra. Heliane Marinho Soriano do Departa-
mento de Oceanografia e Limnologia da UFRN. Logo apos
a coleta, as algas foram limpas e secas em estufa a 45°C,
depois foram trituradas e submetidas a trés deslipidacoes
com trés volumes de acetona durante 6 horas, para que
houvesse a retirada de contaminantes lipidicos e polifeno-
licos. Apobs este procedimento a acetona foi decantada e
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a alga seca a temperatura ambiente. A partir deste ponto
obteve-se o que chamamos de p6 cetdnico o qual foi sub-
metido a extracdo das fracdes polissacarideas.

Foi realizada com o p6 cet6nico uma protedlise para
a retirada de substéncias protéicas, aumentando a solubi-
lidade dos polissacarideos, para isso foi utilizado enzima
maxatase (0,15 mg/g de alga) em 600mL de solucdo de
NaCL 0,25M a 60°C em pH 8,0 durante 12 horas. Em segui-
da, o material foi centrifugado (1000 x g) e o sobrenadante
obtido (cru de polissacarideos) foi fracionado com volumes
crescentes de acetona, a fim de obter diferentes fragoes
polissacaridicas. De inicio foi adicionado 1,0 volume de
acetona (Merck) a solucdo a 4°C durante 18 horas. Apos
centrifugacdo a 10.000 x g por 10 minutos, o precipitado
foi secado a vacuo. Este processo foi repetido para obten-
cdo de trés fracoes: F1, F2 e F3. Para obtencdo da fracdo FT
foi adicionado ao extrato de polissacarideos 5,0 volumes de
acetona e resto do processo foi repetido. Todo o esquema
de fracionamento encontra-se na figura 1.
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Figura 1. Esquema de fracionamento das fragdes polissaca-
ridicas da alga Amansia multifida

Determinagées quimicas

A dosagem de aclicares totais foi realizada pelo méto-
do do fenol sulfirico (Dubois et al., 1956), empregando-se
como padrao L-galactose como monossacarideo padrdo. As
leituras foram realizadas a 490 nm. As proteinas foram de-
terminadas com o reagente de Croomassie blue R segundo
o método de Spector (1978) e a leitura realizada a 595 nm,
empregando-se como padrdo albumina de soro bovina. 0
teor de sulfato total foi determinado, apds hidrdlise acida
(HCL 8N, 6 horas, 100°C), por turbidimetria pelo método da
gelatina-bario (Dodgson & Price, 1962). 0 sulfato de s6dio
(1 mg/mL) foi utilizado como padrdo sendo submetido as
mesmas condi¢des das amostras em estudo.

Eletroforese em gel de agarose foi realizada pelo mé-
todo descrito por Dietrich & Dietrich.

Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia de infravermelho foi realizada em
espectrofotometro FT-IR ABB Bomem modelo MB 104, de
4000 a 400 cm™. Os polissacarideos (5 mg) foram analisa-
dos apds secagem sob a forma de pastilha de KBr.

Atividade anticoagulante

Atividade anticoagulante foi realizada pelo tempo
parcial de tromboplastina ativada (APTT), que esta rela-
cionado com a via intrinseca da coagulacdo. O teste foi
realizado com os “kits” obtidos comercialmente (Labtest).
Além das fracoes da alga Amansia multifida foram utiliza-
das mais trés algas comerciais chamadas de kappa (Tipo
III, C-1263) - extraida da alga Eucheuma cottonii, lambda
(Tipo VI, C-3889) - extraida das algas Gigartina aciculaire e
Gigartina pisillata e iota (Tipo V, C-3799) - extraida da alga
Eucheuma spinosa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs o processo de extragdo obtivemos os diferentes
polissacarideos sulfatados que denominamos de F1, F2, F3
e FT. As andlises quimicas mostraram teores de polissaca-
rideos, proteinas e sulfato e todas as fragdes. Na tabela 1
encontram-se os resultados das analises.

Tabela 1. Analises quimicas das fragdes polissacaridicas da alga Amansia multifida.

Fracoes de A. multifida

Acucares totais? (%)

FT 54.3
F1 86.5
F2 54.6
F3 29.5

Proteinas® (%) Sulfato® (%)

10.7 40.0
7.0 6.5
10.8 34.6
11.7 58.9

a — Spector, 1978.
b — Dubois et al., 1956.
¢ — Método tubidimétrico (Dodgson e Price, 1962).
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Os resultados demonstram uma grande quantidade de
polissacarideos nas amostras, principalmente na F1 com
86,5%. Por outro lado, os teores de proteinas estavam
compreendidos entre 7,0 a 11,66% (tabela 1). Os baixos
teores de proteinas observados revelaram uma boa eficacia
na acao da enzima proteolitica. A tabela 1 mostra também
a presenca de sulfato em todas as fragdes. As fragdes FT e
F3 apresentaram 40% e 58,9%, respectivamente. Por outro
lado, a fracdo F1 apresentou menor quantidade de sulfato
(6,5%) em relacdo as demais fracdes.

A eletroforese em gel de agarose em tampéo PDA (1,3
diamino propano acetato) é um importante método, pois
nos fornece dados sobre as cargas e homogeneidade dos
polimeros. As estruturas sulfatadas interagem com a diami-
na e sdo posteriormente precipitadas com o cetavlon (CTV
0,1%). A visualizacdo é feita com um corante denomina-
do de azul de toluidina. Os polissacarideos, objetos deste
estudo, apresentaram certa polidispersividade, comuns em
carboidratos complexos e diferentes migragdes eletroforéti-
cas. Na figura 2, estdo demonstrados os perfis eletroforéti-
cos das quatro fracdes de carragenanas.

¢s__
-

s )
HS__ '

-
FT F3 F2 F1

-

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose em tampdo PDA
das fragdes da Amansia multifida. Ha uma polidispersao
nas fracdes, o que comprova a presenca de mais de uma
populacdo de polissacarideos. CS: Condroitim sulfato, HS:
Heparam Sulfato, DS: Dermatam sulfato.

A espectroscopia de infravermelho (IR) tem sido lar-
gamente usada na caracterizacdo de diversos compostos,
inclusive, carragenanas. Isto é de fundamental importancia
ndo s6 na caracterizagdo de alguns grupos funcionais, como
nas modificacdes quimicas induzidas em alguns polimeros.
E um método rapido, ndo destrutivo e que requer apenas
pequena quantidade de amostra (5mg). Os resultados obti-
dos neste trabalho demonstraram absorcao encontrada nas
fragdes F3 e FT (tabela 2).

Os espectros de infravermelho das fracoes F3 e FT
utilizadas nesse trabalho sdao mostradas na figura 3. Nos
dois espectros observam-se bandas de absorcao tipicas por
volta de 1290 cm, que corresponde aos grupos éster-sulfa-
to (tabela 2). Apresentam também em ambos absorcdo na
regido de 843 cm™, que corresponde a galactose-4-sulfato,
em 908 cm™ sdo atribuidas ao grupo C-6 na B D-galacto-
se, também encontrada nas duas fragdes polissacaridicas.
0 grupo funcional 0=S=0 pode ser evidenciado por duas
absorces de ondas (1290 e 594 cm™) nas duas fragdes,
confirmando mais ainda a presenca desse grupo funcionas
nas amostras. A presenca do grupamento sulfato nestes
polissacarideos e confirmada pela absor¢dao na regido de
1400 cm™.
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Figura 3. Espectro de infravermelho das fragdes F3 e FT.

Tabela 2. Bandas absorvidas no espectro infravermelho nas fracdes F3 e FT e seus respectivos grupos funcionais

Comprimento de ondas (cm'') Grupos funcionais Referéncias

3400-3000 0-H (deslocamento) B
1400 Grupo Sulfato E
1100 S-O (deslocamento assimétrico) (¢} g : CS;EI((DIEZT g Iﬁg’?‘;ﬁ\"\g 1?333
866 Grupo C,-O-S da galactose (deslocam.) A B ’ ’
594 0=5=0 B C - BELTON, et al., 1989.
908 Grupo C6 da D-galactose B,D D —MATSUHIRO & RIVAS, 1993.

E -TURQUOIS, T et al., 1996.
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0 uso de compostos anticoagulantes é muito comum
na clinica médica. Anticoagulantes como heparina sao bas-
tante empregados, embora apresentem efeitos colaterais
como trombocitopenia e hemorragias. Por outro lado, por
ser de origem animal existe a possibilidade de conterem
contaminantes, como prions (Rocha et al., 2005). Isto jus-
tifica a busca por novas drogas que ndo apresentem efeitos
sem grandes prejuizos para a salde do paciente.

Com o intuito de verificar uma provavel atividade
anticoagulante destes compostos foram feitos testes de
APTT (tempo parcial de tromboplastina ativada) com o uso
de “kits” comerciais (Labtest). Os resultados obtidos das
fracdes da Amansia multifida e das algas comerciais estdo
resumidos na figura 4.

] Tesmipo de Tromboplastins Pancial Atkwaco (APFTT)

250 + Fa
. 200
£ 450
E 1000
ol
0 = S e ry |
n } =] 100 150 200
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—e—FT —+—F1 —@F2 —w—F3 |
B T da Tror stina Parcial Ativadoe (AFTT)
250
200
E 150
&
IE 1040
i v ]
"
o ' : 3 —
v] an &l 1] 00
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Figura 4. Avaliacdo da atividade anticoagulante das fra-
¢Oes polissacaridicas das algas Amansia multifida (A) e car-
ragenanas comerciais (B) na via intrinsica da cascata de
coagulacdo (APTT).

A atividade anticoagulante dessas algas foi avaliada
segundo o método APTT, como ja descrito na metodologia,
utilizando-se para isto plasma humano saudaveis. Com rela-
¢do a Amansia multifidas os resultados mostram que apenas
as fragdes F3 (150 pg/mL) e FT (200 pg/mL) apresentaram
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atividade anticoagulante (240 s). No entanto, a FT requer
uma concentracdo maior para apresentar o mesmo grau de
atividade. Os trés principais tipos de carragenanas indus-
triais sdo as carragenanas comerciais lambda, kappa e iota.
As duas (ltimas s6 apresentaram atividade anticoagulante
(132,3 e 240 s, respectivamente) em uma concentracdo de
100 pg /mL, revelando uma atividade ndo encontrada nas
fracdes da A. multifida a essa mesma concentragdo. A car-
ragenana lambda apresentando maior atividade em relacao
as demais fragdes, com 240 s quando utilizou-se apenas
20 pg/mL.

CONCLUSOES

As fracoes da alga aqui estudadas sdo formadas basi-
camente de polissacarideos sulfatados, com baixa contami-
nacdo protéica. Isso demonstra uma boa eficacia do método
de extracdo. Algumas das fragdes evidenciaram atividade
farmacoldgica mostrando-se ser um composto com poten-
cialidades anticoagulante. Outros ensaios farmacolégicos
estdo sendo desenvolvidos em nosso laborat6rio com esta
alga, a fim de se obter um maior conhecimento da utilidade
farmacolégica deste composto natural organico.
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INTRODUCAO

As normas farmacéuticas referentes as Boas Préticas
de Fabricacdo (current Good Manufactoring Practices-cGMP)
surgiram nos Estados Unidos, no ano de 1978, por meio do
seu 6rgdo regulador a Food and Drug Administration (FDA),
com o intuito de controlar os possiveis desvios nos proces-
so de fabricacdo de produtos farmacéuticos, veterinarios e
biolégicos. Em 2002, além das medidas de inovacao tecno-
l6gica, foram criados rigorosos programas de reestruturacdo
regulatéria, no sentido de se conhecer e orientar o fabri-
cante quanto aos principais riscos de desvios de qualidade,
padronizar os controles, elaborar um sistema de qualidade
integrado, estabelecer cooperacgdo internacional e de pro-
tecao a salde puablica (FDA, 2004). Esses cuidados existem
porque, em se tratando de medicamentos, o consumidor
nao consegue identificar a qualidade do produto que pode-

ra afetar sua salide, sendo esta atribuicao responsabilidade
dos 6rgaos reguladores e do fabricante.

No Brasil, entre 1997 e 1998, o escandalo da falsi-
ficacdo de medicamentos e a criacdo da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 1999, resultaram na
elaboragdo de normas mais rigorosas no que diz respeito
a fabricacdo, distribuicdo, transporte e comercializacdo de
produtos farmacéuticos, dando origem a um novo processo
na histéria brasileira no que tange a revisao e regulamen-
tacdo das normas sanitarias.

As normas que regulamentam o Transporte de Me-
dicamentos datam de 1976, porém somente a partir de
1998 é que houve a criacdo de novas e especificacdo de
antigas normas que abrangem tanto os produtos termola-
beis como os mantidos sob temperatura ambiente. Desde
entdo, as empresas de transporte iniciaram a adequacdo
regulatoria de seus processos, no sentido de cumprir as
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exigéncias técnico-sanitarias, realizar a melhoria dos ser-
vicos e se manter competitiva no mercado. Um dos itens
mais importantes relacionado as Boas Praticas de Transpor-
te de Produtos Farmacéuticos é a temperatura no processo
de manuseio e transporte desses produtos (DUBOC, 2006;
MACEDO, 2004).

Durante as etapas de operacionalizacdo da carga a
forma de acondicionamento e embalagem, condicdo do bad
do veiculo, quantidade de volumes e equipamentos utili-
zados, distancia do trajeto, duracdo de viagem e de carre-
gamento/descarregamento podem influenciar diretamente
na perda da eficacia do produto, em virtude da oscilacdo
de temperatura. Outros fatores devem ser considerados: a
extensdo territorial brasileira, as condicoes das estradas e
a complexidade da infra-estrutura basica do setor de trans-
porte rodoviario de carga (ROJAS & DATZ, 2003), aliadas
as condicdes climaticas das diferentes regides do pais. Por
isso ocorrem as dificuldades na padronizacdo da tempera-
tura dos veiculos que transportam esses produtos.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como ob-
jetivo realizar uma abordagem técnico-operacional voltada
a realidade do transporte nacional de medicamentos e rela-
ciona-las as Boas Praticas de Transporte preconizadas pelo
6rgao requlador sanitario, principalmente, no que se refere
ao impacto que as variacdes de temperatura, em especial
as extremas, podem causar as condicdes fisico-quimicas e
microbioldgicas dos produtos farmacéuticos.

MATERIAL E METODO

Para obtenc¢do dos valores de temperatura nas prin-
cipais capitais do pais, realizou-se consulta aos dados do
INMET (Instituto Nacional de Meteorologia), equivalente
ao periodo de 1961 a 1990. Posteriormente foram conside-
rados os valores maximo e médio encontrados no periodo
citado, sendo os mesmos relacionados com a duragcdo média
do trajeto de viagem por modal rodoviario, contemplado
por transportadoras de grande porte.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Condicoes Climaticas do Brasil e Riscos Associados
Considerando os varios atributos que englobam a ati-
vidade de transporte, as variacoes de temperatura as quais
os produtos sdo expostos é um dos fatores principais que
pode comprometer a qualidade e eficacia no uso dos me-
dicamentos. Uma das dificuldades para a realizacdo de um
controle efetivo de temperatura no trajeto de transporte
sdo as variacoes climaticas das regides e a extensiao geo-
grafica do Brasil. Dados do GEIPOT (Empresa Brasileira de
Planejamento dos Transportes) do ano 2000, afirmam que
cerca de 60% do movimento de cargas no pais é através

8 [ arnms, v19, w374, 2007

do modal rodoviario, ou seja, o abastecimento de produtos
basicos como alimentos e medicamentos dependem prati-
camente dessa vertente do setor de transportes, tornando
o desenvolvimento de um sistema da qualidade itens pri-
mordiais. Segundo ROJAS & DATZ (2003), existe um grande
risco de se ter um transporte incapaz de acompanhar o
crescimento da demanda por qualidade, porque, em com-
paracao com os paises tecnologicamente mais avancados,
o transporte no Brasil estd aquém das exigéncias mundiais
de qualidade, isto é, apresenta baixo grau de eficiéncia.
Diante desse quadro, vale relacionar alguns atributos do
transporte que interferem na qualidade do produto objeto
deste artigo.

0 Quadro 1 relaciona os valores médio e maximo de
temperatura nas principais capitais do pais no periodo de
1961 a 1990 (INMET, 2006), com a duragdo do trajeto de
viagem, utilizado por transportadoras de médio e grande
porte, originado no principal centro industrial de produ-
¢do de medicamentos: a regido da Grande Sao Paulo. A
temperatura de conservacao e manuseio dos medicamen-
tos recomendada é de 15° a 30°C (ANVISA, 2005), porém
sao mostrados que capitais como Belém, Cuiaba, Manaus
e Teresina apresentaram temperaturas acima de 32°C no
periodo abordado. A falta de informacoes atualizadas sobre
a temperatura nas capitais limita tal estudo comparativo,
todavia, os dados obtidos ja fornecem pontos importantes
para discussdo, especialmente se considerarmos o aqueci-
mento global ocorrido nas dltimas décadas.

Ressalta-se que no transporte de medicamentos em
caminhdes bad, que & mais comum no transporte rodovi-
ario nacional, podem ocorrer diferencas de valores entre
a temperatura externa e interna, com o veiculo em mo-
vimento ou em estado estacionario, que sdo provocadas
tanto pela temperatura ambiente quanto por outros fato-
res como a umidade do ar e a velocidade do vento. Es-
tudos realizados na Regido Nordeste observaram que, em
algumas areas no interior do bal dos veiculos, os valores
de temperatura passam 50 °C e atingem 90 % de umida-
de relativa (DUBOC, 2005). No entanto, como ja referido
anteriormente, tais valores oscilam ao longo do ano e do
percurso, o que dificulta as avaliagdes climaticas do pro-
cesso de transporte.

Quanto aos produtos pereciveis, que devem ser con-
servados de 2° a 8°C, estes sdo acondicionados em em-
balagens apropriadas com elementos frios para sua con-
servacao, e devido a essa peculiaridade normalmente sdo
utilizados ou trajetos curtos ou o transporte aéreo para sua
entrega no destino. 0 uso de embalagens apropriadas faz
com que o controle de temperatura, no ambito da cadeia
do frio, seja facilitado, porém as recomendacdes quanto
ao critério de aceitacdo sdo tdo rigorosas quanto para os
produtos conservados sob temperatura ambiente.

Outro fator importante é o tempo de exposicdo em
que o produto é submetido as condicoes fora dos pardme-



Quadro 1. Temperatura média, maxima e duracao do trajeto rodoviario com origem na grande Sdo Paulo para as principais

capitais do Brasil.

Temperatura média maxima

Principais capitais por regiao em graus Celsius

(1961 a 1990)*

Temperatura maxima
em graus Celsius
(1961 a 1990)*

Média de Duragao do Trajeto com
origem em SP**

Norte
Manaus 27,7 33,0 264 horas
Belém 29,9 32,5 72 horas
Nordeste
Teresina 29,0 36,9 72 horas
Sao Luis 27,3 31,9 48 horas
Recife 26,7 30,9 60 horas
Fortaleza 27,5 30,8 72 horas
Salvador 26,9 30,0 48 horas
Centro-Oeste
Brasilia 23,5 28,9 24 horas
Cuiaba 27,9 34,2 36 horas
Campo Grande 24,8 31,0 36 horas
Goiania 245 31,9 21 horas
Sudeste
Rio de Janeiro 26,8 30,4 6 horas
Belo Horizonte 23,8 29,1 12 horas
Sul
Porto Alegre 24,9 30,2 24 horas
Florianépolis 25,0 28,7 20 horas
Curitiba 20,9 26,9 6 horas

* Instituto Nacional de Meteorologia — INMET (6)
** Tempo médio utilizado por transportadoras rodovidrias de grande porte.

tros estabelecidos (DUBOC, 2006). Por exemplo, se consi-
deradas as paradas e os picos de horarios para chegada da
carga ao destino também deve ser considerado o transporte
nos horarios noturnos, caso aplicavel, para fins de qual-
quer avaliacdo. Pode-se perceber que o tempo de percurso
até as principais capitais variam de seis até 72 horas, com
excecao do trajeto até Manaus, AM, que utiliza o modal
fluvial/lacustre para finalizar seu destino, além do descar-
regamento da carga que normalmente é demorado, pois
depende principalmente da conferéncia dos volumes para
liberacdo. Desta forma, conhecer os riscos reais do tempo
de exposicao do produto a determinadas temperaturas seria
a condicdo ideal para o desenvolvimento de medidas de
prevencao de desvios da qualidade do medicamento até seu
uso. Nesse sentido, os setores envolvidos, fabricante, dis-
tribuidor, operador logistico, transportador, dispensador e
consumidor, em conjunto poderdo desenvolver um sistema
de qualidade voltado para as Boas Praticas de Transporte e
de protecdo a saide pablica.

0 estudo de monitoramento de temperatura, a que
nos referimos mais adiante, é imprescindivel para que se
possa aprofundar a discussdo acerca deste assunto.

Além das condicdes de limpeza dos veiculos, conser-
vacao do produto e rastreabilidade sdo fatores primordiais
para realizacdo de um controle eficaz no servico de trans-
porte. Todavia, esse processo s6 sera bem sucedido se as
condicdes dos produtos farmacéuticos estiverem em perfei-
to estado quando de sua chegada ao destino final.

Manuseio e Conservacao de Medicamentos

Medicamentos necessitam de condicdes especificas de
conservacao que variam de acordo com seu principio ativo,
excipiente, forma farmacéutica, embalagem e acondiciona-
mento. Os métodos utilizados pelo fabricante para deter-
minacdo dessas especificagdes, do prazo de validade e dos
critérios de aceitacdo do produto tém como referéncia os
Estudos de Estabilidade preconizados pelo 6rgao regulador.

De acordo com a Resolugdo RE N° 01 ANVISA (2005),
esses testes devem obedecer a pardmetros técnicos de ava-
liacdo de temperatura e umidade em dado tempo, com o
objetivo de simular a exposicdo desses produtos durante o
armazenamento e manuseio, bem como checar suas prova-
veis alteraces farmacotécnicas e farmacolégicas.

As conseqiiéncias diretas ao medicamento, decorren-
tes de sua ma conservacgao, estdo relacionadas a estabi-
lidade fisico-quimica das formas farmacéuticas. Casos de
reacoes de hidrélise e oxidacdo, por exemplo, refletem dire-
tamente na diminuicdo do teor da substéncia ativa compro-
metendo o efeito terapéutico do medicamento (CONNORS
et al., 1986).

0 medicamento mal conservado leva riscos a satde do
paciente. Estes riscos estdo associados a diminuicdo/au-
séncia do efeito terapéutico e/ou a manifestacao de even-
tos adversos, provocados pela presenga dos subprodutos
na formula farmacéutica. A estabilidade dos farmacos de-
pende, portanto, em dltima instdncia, da manutencdo das
condicoes fisico-quimicas, preconizadas pelo fabricante, e
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do monitoramento de toda a cadeia de armazenagem, dis-
tribuicdo e transporte.

De acordo com OLIVEIRA (2001), existem trés etapas
relacionadas a qualidade do medicamento. A primeira é a
que envolve a producdo industrial. Vale ressaltar que os
testes de estabilidade dos medicamentos, necessarios para
se estabelecer o prazo de validade, sdo exigidos apenas na
ocasido de registro do produto, supondo-se que, dai por
diante, essa estabilidade vai se manter inalterada.

A segunda é a etapa de transporte do medicamento
do setor industrial para a distribuidora e, dai, para as far-
macias e drogarias.

A terceira etapa se refere a fase de prateleira nas far-
macias e drogarias. Essa condicdo, além do calor, também
pode proporcionar decomposicdo fotoquimica provocada
pelos raios ultravioletas.

Com o advento da evolugdo tecnoldgica do setor farma-
céutico a conservacao de medicamentos nos dltimos dez anos
tem registrado melhorias, com a obtencdo de férmulas mais
resistentes aos efeitos dos fatores externos sobre os produtos
acabados (OLIVEIRA, 2001). Trata-se, portanto, de um gran-
de avanco para a Farmacovigilancia e Assisténcia Farmacéuti-
ca nos diversos pontos da cadeia do produto farmacéutico.

Monitoramento de Temperatura no Trajeto Rodoviario
de Transporte de Medicamentos

Sao precarias as informacdes acerca do monitoramen-
to das condicoes de temperatura no transporte rodoviario
de medicamentos. Atualmente, esses estudos sdo realiza-
dos utilizando-se os “registradores de temperatura”, que
permitem a programacdo da duracdo do trajeto e da leitura
do registro em intervalos de tempo pré-estabelecidos. Para
confiabilidade dos dados, esses equipamentos precisam
estar devidamente calibrados e sua localizagdo dentro do
caminhao-bad e/ou do volume da carga tem que ser pla-
nejada. Uma vez realizada a coleta é necessario que um
profissional capacitado efetue a analise dessa informacao e
elabore relatorios/protocolos de registros.

Considerando o quadro atual brasileiro para que as
Boas Praticas no Transporte de produtos farmacéuticos se-
jam implementadas, urge que sejam realizadas pesquisas
periddicas (coleta e avaliagdes dos dados de temperatura),
e ndo apenas registros isolados, visto que essas informa-
¢0es podem ndo alterar a situagdo atual. Aliadas a pesqui-
sa, como modo de obtencdo de informagdes que podem
subsidiar a diminuicdo dos potenciais riscos na exposicdo
dos produtos farmacéuticos, é necessario que a legislacdo
brasileira seja revista, de modo a acompanhar, de fato, as
condicdes de chegada desses produtos ao consumidor. Vale
ressaltar que ja existem normas que amparam o controle e a
seguranca dos produtos transportados, porém as condicoes
climaticas e operacionais das estradas brasileiras, ja men-
cionadas, assim como as fragilidades da legislagdo vigentes
tornam as Boas Praticas de Transporte um grande desafio.
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CONCLUSAO

A implantacdo das Boas Praticas de Transporte no
Brasil esta em processo de expansdo e é primordial para
garantir a eficacia e integridade dos produtos farmacéu-
ticos comercializados no pais. Reitera-se que a qualidade
desses produtos depende da participacao efetiva dos seto-
res envolvidos em cada etapa da cadeia farmacéutica - da
fabricacdo até a dispensacao.
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INTRODUCAO

As formas farmacéuticas sélidas orais, ap6s serem
administradas no organismo humano, devem liberar seu
principio ativo através dos processos de desintegracdo e
dissolucdo, caracterizando a fase farmacéutica de agdo dos
farmacos, tornando-o disponivel, em quantidade suficiente,
para ser absorvido (HANSON, 1991).

Administrado por via oral, na forma de comprimidos
ou capsulas, um farmaco ndo pode ser absorvido até que
suas particulas sejam dissolvidas pelos liquidos em algum
ponto do trato gastrintestinal (TGI), caso sua solubilidade
seja dependente do pH do meio, ele pode se dissolver no
estdbmago ou no intestino. O processo pelo qual as particu-
las se dissolvem é chamado de dissolugdo (ANSEL; POPOVI-
CH; ALLEN JUNIOR, 2000).

Antes da dissolucdo do farmaco terd que ocorrer a
desagregacdo do comprimido em pequenas particulas, ou
granulos, um processo conhecido como desintegragao.
Como a dissolugdo de um farmaco a partir de um compri-
mido fragmentado controla, parcialmente ou totalmente, a
concentracdo de um farmaco no sangue, o teste de desinte-
gracao é usado como guia para otimizacao de uma féormula
e como controle de processo, assegurando a uniformidade
entre lotes (BANKER; ANDERSON, 2001).

Para a desintegracdo ocorrer é necessario superar
a forca de coesdo introduzida dentro da massa de com-
pressdo. Por essa razdo, é bastante utilizada na inddstria
farmacéutica a introducdo de agentes desintegrantes nas
formulagdes, que sdo responsaveis em induzir esse proces-
so. 0 termo desintegrante é usualmente empregado para
descrever substancias que ao serem adicionadas a féormula
promovem a fragmentacdo do comprimido quando este en-
tra em contato com a agua (meio reacional) (LOPES-SOLIS;
VILLAFUERTE-ROBLES, 2001).

Nos dltimos anos, a cinética de dissolucdo de subs-
tancias solidas tem merecido grande atencao, especialmen-

te por sua aplicacdo em estudos de produtos medicamen-
tosos, relacionando este processo com a biodisponibilida-
de de farmacos no organismo animal e, sobretudo no ser
humano (ANICETO; FATIBELLO-FILHO, 2002; CORRIGAN;
DEVLIN; BUTLER, 2003; DIMITROVSKA; STOJANOSKI; DO-
REVSKI, 1995; FERRAZ; CONSIGLIERI; STORPIRITS, 1998;
LIMA et al, 2003). O interesse deriva da necessidade de
se conhecer quais os fatores que interferem no processo
de dissolucdo, assim como a correlacdo dos resultados
dessas experiéncias com parametros in vivo. A obtencdo
de elevado grau de correlacdo permite que a avaliagdo da
dissolugdo in vitro seja adotada como ferramenta essencial
no controle de qualidade de lotes sucessivos, podendo ser
considerada como teste preditivo da biodisponibilidade dos
medicamentos (CARCAMO, 1981).

Devido a alta complexidade e elevados custos dos
estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia, a deter-
minacdo do perfil de dissolucdo de farmacos a partir de
suas formulacgdes, adquiriu fundamental importancia para
avaliacdo dos produtos ja comercializados e, no desenvol-
vimento de novos medicamentos (KING, 1975; FERREIRA et
al, 1989; MARQUES; BROWN, 2002; LEGALIZA REGISTROS
LTDA, 2002; KAMBA et al, 2003).

Intmeros fatores, dentre os quais, o meio reacional
(pH, temperatura, agitacdo, presenca de adsorventes e ten-
sao superficial), caracteristicas do farmaco (estrutura qui-
mica, solubilidade, area superficial, porosidade e polimor-
fismo) e fatores relacionados com a formulacdo (tecnologia
de fabricacdo e excipientes) podem influenciar na cinética
de dissolugdo dos medicamentos. Portanto, é relevante a
investigacdo destas variaveis uma vez que podem interferir
nos processos de desintegracdo e dissolucao de formas far-
macéuticas sélidas orais, prejudicando desta forma, o grau
de absorcao da droga e, consegiientemente, sua eficacia
terapéutica.

A escolha do medicamento para a avaliacao de para-
metros fisico-quimicos na cinética de dissolucdo de compri-
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midos foi feita levando-se em consideracdo a grande utili-
zacdo deste medicamento pela sociedade. Os medicamentos
antiinflamatorios, analgésicos e antipiréticos constituem
um grupo heterogéneo de compostos que, em muitos ca-
so0s, ndo estdo relacionados quimicamente, embora a maio-
ria deles sejam acidos orgdnicos, compartilham de algumas
acoes terapéuticas e efeitos colaterais (INSEL, 1996).

Os antiinflamatérios estdo entre os agentes mais usa-
dos na terapéutica, dentre as principais classes de anal-
gésicos, antipiréticos e antiinflamatoérios destacam-se os
derivados do p-aminofenol, dentre esses o paracetamol,
também chamado de acetaminofeno (KOROLKOVAS; BUR-
CKHALTER, 1982; CARVALHO, 2002). A investigacdo da
cinética de dissolucdo de formas farmacéuticas sélidas
contendo paracetamol é muito ampla, fato pode ser com-
provado pelas pesquisas realizadas por Nagashima Jr. et
al. (2002) e Lourenco; Tavares Neto (2002), que apontam
os analgésicos ndo-opidides como o principal grupo farma-
coldgico utilizado pela populacdo e, entre os analgésicos
mais consumidos, encontra-se o paracetamol (Figura 01).
Outros trabalhos envolvendo este farmaco sdo descritos por
Najib; Jalay (1988), Gar; Rubistein (1992), Hussain; York;
Timmins (1992), Prasad (2002) e Santos Janior; Caetano;
Santos Jdnior (2003).

Figura 1.
Estrutura quimica
do Paracetamol. OH

0 objetivo deste trabalho foi investigar como para-
metros fisico-quimicos (temperatura e tensdo superficial)
podem interferir sobre o tempo de desintegragdo de com-
primidos de paracetamol produzidos por diferentes fabri-
cantes.

MATERIAL E METODOS

0s comprimidos utilizados para a realizagao deste tra-
balho foram adquiridos nas drogarias localizadas no centro
da cidade de Feira de Santana/Bahia/Brasil, no periodo de
Janeiro a Marco/2004. Para assegurar fidelidade nos resul-
tados foram utilizados comprimidos de dois laboratérios
diferentes, sendo 172 comprimidos de paracetamol 750mg
de cada laboratério, 100 para os testes com a influéncia
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da temperatura e 72 para os testes com a influéncia de
agentes tensoativos. Os medicamentos foram identificados
e denominados por letra romanas (I e IT) sempre mantendo
em sigilo o nome do fornecedor. Todos os testes foram rea-
lizados em triplicata.

Os parametros fisicos, como peso médio, dimensdo
(didametro e comprimento) e friabilidade dos comprimidos de
paracetamol foram determinados antes do teste de desinte-
gracao. Os procedimentos metodolégicos empregados para
a realizacdo destes foram os mesmos descritos na Farmaco-
péia Brasileira (1988) e em The United States Pharmacopeia
The National Formulary (2002). 0 comprimento e o didmetro
dos comprimidos foram determinados com o auxilio de um
paquimetro calibrado, do modelo Calibre Mitutoyo. Para a re-
alizacdo do teste de friabilidade dos comprimidos de parace-
tamol foi empregado um friabildmetro, modelo Labprocess.

0 teste de desintegracdo foi realizado com desintegra-
dor Nova Etica modelo 301 AC que segue as especificagdes
contidas nas Farmacopéias Brasileira e Americana (The United
Pharmacopeia The National Formulary). O equipamento con-
siste num sistema de cesta e tubos, com um recipiente apro-
priado para o liquido de imersdo (um béquer com capacidade
de 1L), de um termostato para manter o controle da tempera-
tura do liquido de imersdo, de um mecanismo para movimen-
tar verticalmente a cesta e os tubos no liquido de imersao,
com freqiiéncia constante e percurso especifico. O teste con-
siste em colocar um comprimido em cada um dos seis tubos
da cesta e utilizar 900mL de agua destilada a 37°C + 1°C como
liguido de imersao, acionar o aparelho e observar o tempo
necessario para que os comprimidos se desintegrem.

Para determinac¢do da influéncia da temperatura so-
bre o tempo de desintegracdo foram analisados os seguin-
tes valores de temperatura: 30°C, 35°C, 36°C, 37°C, 38°C,
39°C, 40°C e 50°C. Devido ao fato do termostato do desin-
tegrador medir a temperatura externa e ndo a temperatura
do meio reacional, todas as temperaturas do meio reacional
foram determinadas com o auxilio de um termémetro.

Com o objetivo de se avaliar a influéncia de agentes
tensoativos sobre o tempo de desintegracdo de comprimi-
dos de paracetamol, utilizou-se emprego volumes de 1mL,
2,5mL e 5mL dos agentes tensoativos Tween 80 e Lauril
Sulfato de Sédio. Os dados obtidos foram tabulados para,
sO entdo, ser efetuada a analise e interpretacdo técnico-
cientifica dos resultados a fim de se correlacionar os para-
metros investigados com os resultados obtidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises foram realizadas utilizando-se amostras
de comprimidos de paracetamol fabricados por dois labora-
torios diferentes. Na Tabela 1, encontram-se as caracteristi-
cas de cada marca utilizada e os resultados obtidos nos tes-
tes de peso médio, friabilidade e tempo de desintegracao.



Tabela 1. Caracteristicas obtidas das amostras analisadas.

Caracteristicas Amostra | Amostra Il
Hidroximetilpropilcelulose,
c = polietilenoglicol, crospovidona, Amido pré-gelatinizado, povidona,
omposicéo S L ] i -
diéxido de silicio coloidal, acido estearico
estearato de magnésio
Didmetro 1,86cm 1,88cm
Espessura 0,71cm 0,81cm
Peso Médio 875mg 820mg
Friabilidade 0,06% 0,12%
Tempo de desintegracao
(37°C) 234seg 392seg

Fonte: Pesquisa Experimental.

Analisando os dados da Tabela 1, péde-se observar
que na composicao da amostra I estdo presentes a hidroxi-
metiletilcelulose (utilizada para o revestimento de compri-
midos) e a crospovidona, ambos utilizados com o intuito de
facilitar a desintegragdo da estrutura organizada da forma
farmacéutica sélida oral.

Na amostra II, o (nico excipiente que pode ser uti-
lizado com o objetivo de facilitar a desintegracdo é a po-
vidona, o amido pré-gelatinizado também pode ser usado
como desintegrante, porém, nesta formulacdo nao se pode
definir exatamente a sua funcao.

Observando os parametros fisicos analisados - peso
médio, friabilidade e tempo de desintegracdo - as amos-
tras analisadas estdo de acordo com as especificaces das
Farmacopéias Brasileira e Americana (The United Phar-
macopeia The National Formulary), uma vez que nenhum
comprimido ultrapassou 5% do peso médio; a friabilidade
ndo foi superior a 1,5% e o tempo de desintegracdo foi
inferior a 30 minutos. Portanto, sdo amostras que estdo
de acordo com estes parametros fisicos de qualidade e se-
guranca.

Na Tabela 2 estdo os resultados encontrados para o
teste da influéncia da temperatura sobre o tempo de desin-

tegracdo das amostras analisadas. Para cada valor de tem-
peratura estabelecida encontra-se o respectivo tempo.

Observando os valores obtidos para os tempos de de-
sintegracdo na faixa de temperatura de 36°C a 39°C, per-
cebe-se que ndo ha uma diferenca significativa entre os
tempos apresentados pelas amostras I e II (Tabela 2). 0
estudo nesta faixa é muito importante, pois a temperatura
do corpo humano ndo é estatica podendo variar de 36°C
a 40°C (febre ou outro processo patolégico). Neste senti-
do, é importante avaliar se o medicamento se desintegrara
dentro do tempo determinado pela Farmacopéia Brasileira
(30min), mesmo tendo uma variacdo de temperatura do
meio reacional. Para avaliar de maneira mais aprofundada
a influéncia da temperatura sobre o tempo de desintegra-
cdo foi preciso estabelecer valores que estivessem abaixo
e acima da temperatura normal do corpo humano, logo,
utilizou-se valores entre 30°C e 50°C.

Para a amostra I, os valores de temperatura apresen-
tados mostram tempos de desintegracdao muito préximos
(Tabela 2). Observou-se que houve uma diminuicdo signifi-
cativa no tempo de desintegracdo a partir de 36°C na amos-
tra II, enquanto que para os outros valores de temperatura
(até 40°C), os tempos de desintegracdo estdo muito proxi-

Tabela 2. Tempo de desintegracdo das amostras I e II para os valores de temperatura de estudo.

Tempo Médio

Temperatura (°C)

Amostra | Amostra Il
30 5min 15s 14min 35s
35 4min 20s 9min 50s
36 4min 14s 8min 53s
37 4min 03s 6min 34s
38 4min 17s 6min 20s
39 4min 22s 6min 21s
40 4min 31s 6min 27s
50 3min 50s 4min

Fonte: Pesquisa Experimental
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mos. Observando os dois extremos da temperatura pode-se
observar uma grande diferenca de tempo (Tabela 2), pois
pode-se verificar que a medida que a temperatura aumenta,
o tempo de desintegracdo das amostras tende a diminuir.
Este fato pode ser explicado pela Lei de Le Chatelier, pois
para qualquer alteracdo que tem um AH (variacdo de ental-
pia) positivo, um aumento da temperatura provocard um
aumento da concentragdo dos produtos a custa da concen-
tracdo do reagente. Logo, com esta conclusdo pode-se pre-
ver a dependéncia entre a temperatura e a solubilidade.

A solubilidade do soluto aumenta com o aumento da
temperatura. Se de outro lado a variacdo de entalpia for
negativa, entdo a solubilidade do soluto diminui com o au-
mento da temperatura (MAHAN, 1991). Como a maioria dos
solidos apresenta calor de dissolucdo positivo, o aumento
da temperatura favorece sua dissolucao.

Para melhor visualizacdo destes resultados, a tabela
2 foi convertida em um gréfico (Figura 2). Para a amostra
I1, verificou-se um tempo de desintegracdo maior do que
para a amostra I para toda a faixa de temperatura estudada.
Observando os excipientes de cada uma das amostras (Ta-
bela 2), a composicdo da amostra I apresenta dois agentes
desintegrantes, crospovidona e hidroximetilpropilcelulose,
enquanto que na amostra II o (nico agente que pode de-
senvolver uma funcdo de desintegrante é a povidona. Isto
reforca a influéncia de fatores relacionados a tecnologia
de fabricacdo, em que os excipientes desempenham papel
relevante frente a cinética de dissolucdo de formas farma-
céuticas sélidas orais.

A Tabela 3 mostra os resultados do teste para verificar a
influéncia dos agentes tensoativos, Lauril Eter Sulfato de S6-
dio e Tween 80 (Polisorbato 80), sobre o tempo de desinte-
gracao das amostras analisadas. Utilizando o meio reacional
descrito na Farmacopéia Brasileira (dgua destilada a 37°C +
1°C) as amostras I e II apresentaram um tempo de desinte-
gracdo de 4min 03s e 6min 34s, respectivamente (Tabela 1).

Adicionando-se Lauril Eter Sulfato de Sodio ao meio
reacional verificou-se que ndo ocorreram alteragdes signi-
ficativas sobre o tempo de desintegracdo da amostra I (Ta-
bela 3), mesmo aumentando-se a quantidade de tensoativo
utilizado. Por outro lado, a amostra IT mostrou um compor-
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Figura 2. Grafico comparativo entre os tempos de desinte-
gracdo da amostras I e II.

tamento diferente quando se adicionou 1mL do tensoativo
Lauril Eter Sulfato de Sodio: houve uma redugdo no tempo
de desintegracdo de 6min 34s (Tabela 2) para 2min 35s
(Tabela 3). 0 aumento do volume de tensoativo no meio
reacional da amostra II ndo ocasionou diferenca significa-
tiva no tempo de desintegracdo. Analisando os resultados
frente ao uso do tensoativo Tween 80, percebe-se que ocor-
reu uma reducdo do tempo de desintegracao para as duas
amostras analisadas, sendo que na amostra II o decréscimo
foi mais significativo (Tabela 3). A partir das anélises reali-
zadas com os agentes tensoativos, conclui-se que o Tween
80 interfere sobre o tempo de desintegracdo das amostras
I e II, enquanto que o Lauril éter sulfato de sodio exerce
influéncia apenas na amostra II.

Quando um sélido entra em contato com um liquido
forma-se entre eles um angulo de contato. A reducdo deste
angulo promove um aumento na “molhabilidade” da particula
s6lida. Um agente tensoativo atua reduzindo a tensdo super-
ficial de um liquido, diminui o &ngulo de contato entre este
e o0 solido, conseqiientemente, melhora a “molhabilidade”
das particulas sélidas e, portanto reduz o tempo de desinte-
gracdo de formas farmacéuticas sdlidas orais, pois favorece
um maior contato entre o comprimido e o liquido reacional.
Além disso, a presenca de desintegrantes pode favorecer ain-
da mais esse contato entre a particula sélida e o liguido.

Tabela 3. Influéncia dos Tensoativos Tween 80 e Lauril Eter Sulfato de Sédio sobre o tempo de desintegracdo de compri-
midos de paracetamol.

Volume do

Tempo médio de desintegragao (min)

Agente Tensoativo Amostra | Amostra ll
(mb) Tween 80 Lauril Eter Sulfato de Sédio Tween 80 Lauril Eter Sulfato de Sédio
1,0 3min 4min 18s 2min 30s 2min 35s
2,5 3min 20s 4min 10s 2min 40s 2min 24s
5,0 3min 20s 4min 35s 2min 20s 2min

Fonte: Pesquisa Experimental
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CONSIDERACOES FINAIS

Para o registro de um novo medicamento é preciso
comprovar através de testes fisico-quimicos que a sua for-
mula possua qualidade, seguranca e eficacia para ser utili-
zada pela populacao. Dentre os testes fisico-quimicos que
devem ser realizados encontra-se o perfil de dissolucdo,
que, para as formas farmacéuticas sélidas, compreende o
tempo de desintegracdo e o tempo de dissolucdo das par-
ticulas em um meio reacional. Nos dltimos anos, esses dois
parametros tém merecido especial destaque, pois podem
ser influenciados ndo somente pela tecnologia de fabrica-
¢do empregada, mas também pela natureza do farmaco e
pela composicdo do meio reacional. Neste sentido, a ques-
tdo central deste trabalho foi determinar de que forma pa-
rametros como a temperatura e agentes tensoativos podem
influenciar sobre o tempo de desintegracdo de comprimidos
de paracetamol.

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir
que a temperatura do meio reacional influencia, de forma
significativa, o tempo de desintegracdo de comprimidos de
paracetamol. A relacdo temperatura versus tempo de de-
sintegracdo é inversamente proporcional, ou seja, quanto
maior a temperatura do meio menor serd o tempo de de-
sintegracao.

Os agentes tensoativos possuem uma propriedade
de aumentar a “molhabilidade” das particulas facilitando,
assim, o contato destas com os fluidos corpéreos, promo-
vendo uma reducdo do tempo necessario para que ocorra
a desagregacao do comprimido. Esta acdo dos tensoativos
também pode ser comprovada pelos experimentos reali-
zados neste trabalho. Para comprimidos que apresentam
dificuldade em desintegrar, pode-se utilizar como recurso
farmacotécnico a adicao de Lauril éter sulfato de sodio ou
Tween 80, durante o processo de granulagdo, facilitara a
desintegracdo destes comprimidos, pois os tensoativos po-
dem agir como agentes desintegrantes e como foi compro-
vado neste trabalho esses dois tensoativos podem reduzir o
tempo de desintegracao.
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INTRODUCAO

A exposicdo da pele humana a luz ultravioleta leva a
queimadura, a maior risco de cancer de pele e também ao
envelhecimento precoce da mesma (OSTERWALD & HERZOG,
2005). 0 conhecimento destes danos bem como a consciéncia
da importéncia do uso de filtro solar, em especial em um pais
tropical como o Brasil, aumenta a cada dia (STEINER, 2005).

Tendo em vista que estes danos podem ser preveni-
dos através da protecdo contra radiacdes ultravioleta (UV)
(MONGIAT et al., 2003), é que as formulacdes de protetores
solares estdo sujeitas, constantemente, a um conjunto de
fatores cada vez mais rigorosos provindos da expectativa de
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uma melhor eficacia por parte dos consumidores, da neces-
sidade de maior seguranca de uso, de requisitos legais cada
vez mais estreitos, de maiores restricdes comerciais e de
maior estabilidade dos sistemas (JOHNCOCK, 2000).

Os anti-solares é uma classe de produtos de cuidados
especiais, que contém ingredientes ativos que podem ab-
sorver ou refletir radiacdo ultravioleta para defender a pele
dos efeitos danosos do sol (SCHUELER & ROMANOSWSKI,
2000). Assim, a escolha certa de filtros UV é uma das de-
cisdes mais cruciais de um formulador. Além disso, a esco-
lha dos demais componentes da formulacdo, dentre eles os
emolientes, também pode interferir na eficacia e estabili-
dade de um filtro solar (WUNSCH, 2001).



Segundo Rodrigues e Barry (2001) os emolientes apre-
sentam as sequintes funcdes: repor os 6leos naturais da pele;
proporcionar efeito de espalhabilidade e oclusividade; in-
fluenciar na maciez, aparéncia e suavidade da pele; propor-
cionar efeito de retencdo de umidade em combinacdo com
produtos adequados; agir como solubilizante e solvente, além
de interferir na consisténcia e aparéncia da formulagao.

Além das varias funcdes dos emolientes, muitas ve-
zes sdo utilizados em associacdes entre si, com o objetivo
de melhorar aspectos tateis e sensoriais das formulactes
(KLEIN, 2005).

Fregiientemente os 6leos vegetais sdo utilizados em
formulacdes cosméticas devido suas propriedades emolien-
tes (AKO et al., 2005; HARRY-0"KURU et al., 2005). Sao
utilizados em formula¢des para tratamento de doencas
como psoriases (FELDMAN, 2005) e também para aumentar
a funcdo de barreira da pele prevenindo infeccdes e com-
plicacdes neonatal (DARMSTADT et al., 2005).

Portanto, a escolha do emoliente é de importancia
primordial e o formulador deve considerar se a composicao
do emoliente selecionado é compativel com a aplicacdo.

Existem diversos tipos de emolientes que se dife-
renciam por serem polares ou ndo polares, saturados ou
ndo, diferentes pesos moleculares, cadeias ramificadas ou
lineares e extensdo das mesmas. Todas estas caracteristicas
influenciam nas propriedades sensoriais dos mesmos, quer
pelo seu mecanismo, quer pela interacdo com a pele (KA-
MERSHWARL & MISTRY, 2001).

De acordo com Dahms (1994) os emolientes apresen-
tam acoes diretas na eficacia de um produto que contém fil-
tro solar. Podem influenciar drasticamente na espalhabilida-
de do produto, interferindo na formacéo do filme homogéneo
e distribuicdo sobre a pele; na fixacao dos filtros solares na
pele e também é possivel que a interacdo com os emolientes
possa acelerar a instabilidade de alguns filtros solares.

0s emolientes ainda podem mudar o comprimento de
onda nos quais os filtros organicos exibem absor¢ao maxi-
ma (A méx.). O solvente utilizado ou mesmo quaisquer dos
componentes como os emolientes utilizados na formulagdo,
podem interagir quimicamente com o filtro solar degradan-
do-o0 ou modificando o comprimento de onda de absorcdo
maxima, deslocando-a para outro valor maior (efeito bato-
crémico) ou para menor (efeito hipsocrémico), o que pode
comprometer o Fator de Protecdo Solar (FPS) da formulagdo
(RODRIGUES & SALKA, 2001; SHAATH, 1987).

A escolha dos emulsificantes depende, dentre outros
fatores, dos emolientes utilizados na formulacdo. Estes
também podem afetar o espectro de absorcdo dos filtros
solares (CASWELL, 2001).

Os ésteres emolientes sao frequentemente utilizados
na composicdo de produtos contendo filtros solares devi-
do suas excelentes propriedades solubilizantes, em especial
quando utilizados filtros solares sélidos como a benzofenona
3 e a avobenzona, evitando assim a recristalizacdo dos mes-
mos (JOHNCOCK, 2000; TOSKIC-RADOJICIC et al., 2004).

A avobenzona é um filtro solar muito utilizado com
espectro de absorcdo caracteristico na regido ultravioleta
A (UVA). E permitido pela legislacdo brasileira RDC 47 de
16/03/2006 (BRASIL, 2006) a uma concentragdo maxima
de 5%. De acordo com Steinberg (2004) é o oitavo filtro
solar mais freqiientemente utilizado em produtos nos Esta-
dos Unidos.

Apresenta significante atuacdo na faixa de 320 a
400nm e suficiente magnitude para atenuar mais de 90%
da radiagdo UVA (BONDA & STEINBERG, 2000). Os mesmos
autores relataram que o espectro de absorcdao na regido
UVB da avobenzona também é consideravel, pois em 306
nm absorve duas vezes mais que o salicilato de etilhexila.

Um outro problema relacionado a eficacia do produto
contendo filtro solar esta na instabilidade fotoquimica do
mesmo. Esta foto decomposicdo dos filtros UV pode pro-
mover a formacao de radicais e intermediarios reativos,
nos quais podem estar direta ou indiretamente relaciona-
dos com danos na pele (DAMIANI et. al., 2006; KULLAVA-
NIJAYA & LIM, 2005). Damiani et al. (2006) alertaram para
a utilizacdo da avobenzona associada ou nao com outros
filtros solares, no que diz respeito a foto instabilidade.

Apesar da sua foto instabilidade, a avobenzona nao
apresentou resultados positivos quando estudada quanto a
estrogenicidade (MOROHOSHI et al., 2005; SUZUKI et al.,
2005; SEIDLOVA-WUTTKE et al., 2006).

Fundamentados no exposto, o objetivo desta pesqui-
sa foi de avaliar a interferéncia de ésteres emolientes na
absorcdo maxima (efeito batocromico e hipsocromico) da
avobenzona.

MATERIAIS E METODOS

0 filtro solar escolhido foi o Butyl Methoxy Diben-
zoyl Methane, conhecido como Avobenzona (Eusolex 9020
- Merck) com absorg¢do na regido UVA. Como solvente foi
utilizado o Alcool etilico absoluto (Merck).

0Os ésteres emolientes estudados foram: Caprylic/Ca-
pric Triglyceride (Triglicerideo caprilico/caprico — Crodamol
GTCC - Croda do Brasil), Cetearyl Isononnanoate (Isonona-
noato de cetearila - Cetiol SN - Cognis do Brasil), Coco-
Caprylate/Caprate (Caprilato/caprato de cdco - Cetiol LC
- Cognis do Brasil), Dicaprylyl Carbonate (Carbonato dica-
prilico - Cetiol CC - Cognis do Brasil), Isopropyl Palmitate
(Palmitato de Isopropila - Crodamol IPP - Cognis do Bra-
sil), Octyl Stearate (Estearato de Octila - Cetiol 868 - Cog-
nis do Brasil), Isopropyl Miristate (Miristato de Isopropila
- Crodamol IPM - Croda da Brasil).

Determinacao da absorvancia maxima do filtro solar
Para determinacdo da absorvancia maxima (A max.)

o filtro solar pesado em balanca analitica (Bioprecisa, Mo-

delo FA-2104N), foi diluido em é&lcool etilico absoluto PA
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(10pg/mL p/v) e realizada varredura entre os comprimen-
tos de onda de 200 a 400nm (FEMTO, modelo 800XI, em
cubeta de quartzo de 1,0 cm caminho 6ptico). Foi utilizado
0 alcool etilico absoluto PA como branco. Com o objetivo
de verificar se o solvente absorvia na regido de estudo, o
alcool etilico absoluto foi submetido as mesmas condicoes
experimentais, sendo a agua destilada utilizada como bran-
co. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Estudo da solubilidade e determinacao da absorvancia
maxima dos emolientes

Todos os emolientes em estudo foram testados frente
a solubilidade ao alcool etilico absoluto PA em uma con-
centracdo de 5% (p/v). Os emolientes soliveis no solvente
foram submetidos a metodologia descrita acima com o ob-
jetivo de verificar se os mesmos ndo absorviam na regido
UVA e B. O experimento foi realizado em triplicata.

Determinacao da interferéncia dos emolientes na ab-
sorvancia maxima do filtro solar

Foi preparada uma solucdo de alcool etilico absoluto
PA com avobenzona (10pg/mL p/v) associada ao emoliente
em estudo (5% p/v). Esta solucdo foi submetida a varredu-
ra entre os comprimentos de onda de 200 a 400 nm (FEMTO,
modelo 800XI, em cubeta de quartzo de 1,0 cm caminho
optico) utilizando o alcool etilico absoluto PA como bran-
co. 0 experimento foi realizado em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 estudo iniciou-se pela determinacdo da absorvan-
cia maxima (A méx.) da avobenzona através da varredura
no espectofotémetro UV/VIS nos comprimentos de onda de
200 a 400 nm.

A figura 01 demonstra o perfil de absorcdo da avoben-
zona diluido em alcool etilico (10pug/mL p/v), configurando
a absorcdo maxima da mesma em 347nm, caracterizando-a
como filtro solar quimico UVA.

Para confirmar que o pico apresentado é do filtro so-
lar, realizou-se o mesmo procedimento utilizando apenas o
solvente. Verifica-se (figura 01) que o solvente ndo inter-
feriu na absortividade da avobenzona, confirmando que o
pico apresentado é realmente do filtro solar em estudo.

De acordo com a literatura (MERCK, 2006) quando di-
luida em alcool isopropilico a A max. da avobenzona foi em
358 nm. 0 mesmo comprimento de ondas foi apresentado
por Bonda e Steinberg (2000). Kullavanijaya e Lim (2005)
relataram o pico maximo deste filtro solar em 360 nm.

Esta variacdo em relacdo aos resultados obtidos pode ser
devido ao equipamento utilizado, ao grau de pureza do sol-
vente e do filtro solar utilizados, natureza quimica do solvente
e/ou erros sistematicos de técnica. Sendo assim, sera consi-
derado para as analises posteriores 0 A max. em 347nm.

18 l%{ﬁ/m«/v, v.19, n° 3/4, 2007

Tabela 1. Absorvancia maxima da solucdo alcoélica da avo-
benozona (10ug/mL p/v) e das solugdes da avobenzona
com os emolientes a 5% (p/v).

Absorvancia maxima

Solucao alcoodlica em estudo

(A max.)

Avobenzona 347nm

Avobenzona + Caprilato/caprato de coco 347nm
Avobenzona + Carbonato dicaprilico 347nm
Avobenzona + Estearato de Octila 346nm
Avobenzona + Isononanoato de cetearila 346nm
Avobenzona + Miristato de Isopropila 347nm
Avobenzona + Palmitato de Isopropila 347nm
Avobenzona + Triglicerideo caprilico/caprico 346nm

0s emolientes foram selecionados para o estudo vis-
to que os mesmos sdo indicados pelos fornecedores para
formulacdes contendo filtros solares e também por esta-
rem presentes em diversas formulagdes, tanto do comércio
quanto em formuldrios de farmacias de manipulacdo.

0 critério de inclusdo para o estudo foi a sua solubilida-
de no alcool etilico absoluto e também os mesmos ndo pode-
riam absorver a radiacdo ultravioleta na regido em estudo.

0 estudo de solubilidade foi realizado na concentra-
¢do de 5% (p/v) de emoliente no solvente, visto que é uma
quantidade pertinente e usualmente utilizada em formula-
coes. Todos os emolientes apresentaram-se soliveis.

As solucdes de emolientes em alcool etilico foram
submetidas a varredura nos comprimentos de ondas entre
200 a 400nm, com o objetivo de verificar se os mesmos ndo
absorviam na regido UVA e B. Nenhuma absorc¢do conside-
ravel foi encontrada.

Para o estudo da interferéncia dos emolientes na avo-
benzona, foi realizada uma varredura no espectrofotometro
nos comprimentos de ondas de 200 a 400nm com uma so-
lucdo alcodlica de avobenzona (10pg/mL p/v) e 5% (p/v)
dos diferentes emolientes separadamente (Tabela 01).
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Figura 1. Espectro da varredura UV (200 a 400nm) (A) Absor-
vancia maxima da solucdo alcodlica de Avobenzona (10pg/mL
p/v); (B) Absorvancia maxima do élcool etilico absoluto.



Ao verificar a tabela 1, observa-se que apenas os
emolientes estearato de octila, isononanoato de cetearila
e o triglicerideo caprilico/caprico, apresentaram um des-
locamento da absorcdo maxima da avobenzona para um
comprimento de onda menor (346nm), representando um
discreto efeito hipsocromico.

De acordo com Aggrapidis-Paloympis et al. (1987)
apud Rodrigues e Salka (2001) entre os emolientes pola-
res e ndo-polares estes dltimos exercem maior interferéncia
na absorcdo maxima dos filtros solares, podendo provocar
um deslocamento de comprimento de onda de absorvancia
maxima até mesmo fora da faixa de absorcdo do mesmo.
Este efeito é diminuido com o aumento da polaridade dos
emolientes.

Rodrigues e Salka (2001) estudaram a interferéncia
do estearato de octila e do triglicerideo caprilico/caprico
sobre a benzofenona 3 e os mesmos promoveram o efeito
batocromico. Estes emolientes sobre o metoxicinamato de
etilhexila resultaram no efeito hipsocromico. Quando com-
parados com os resultados desta pesquisa, sugere-se que a
interferéncia dos emolientes é dependente da natureza e
interacdo quimica entre estes e os filtros solares.

Esta pesquisa é de grande importdncia para um alerta
no uso de emolientes em formulagdes contendo filtros sola-
res. Evidentemente que em uma formulacdo outros fatores
como o processo de producdo, a interacdo e sinergismo
entre os filtros solares, a escolha dos emulsificantes, devem
ser avaliados e considerados.

Estudos futuros serdo realizados com o intuito de ve-
rificar se estes emolientes interferem na eficacia do pro-
duto acabado, pois deve ser destacado que os emolientes
podem apresentar um efeito tanto no aumento ou diminui-
cao do FPS.

CONCLUSOES

Nas condicdes padronizadas nesta pesquisa, conclui-
se que os emolientes em estudo nao apresentaram efeitos
consideraveis no deslocamento do comprimento de absor-
cdo maxima da avobenzona, com excecdao dos emolientes,
estearato de octila, isononanoato de cetearila e o trigli-
cerideo caprilico/caprico, que apresentaram um discreto
efeito hipsocromico, mas que deve ser analisado em es-
tudos futuros a interferéncia destes na eficacia final do
produto.
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INTRODUCAO

Infeccdo do trato urinario (ITU) é a presenca de micro-
organismos que se multiplicam, nas vias urinarias, constitui-
das pelos rins, ureteres, bexiga e uretra®. E uma das doencas
mais comuns e acomete homens e mulheres, em qualquer
idade, apresentando, entretanto, fregiéncia diferenciada nos
sexos feminino e masculino e nas diversas faixas etéria’.

A ITU representa o principal tipo de infecgdo hospi-
talar e € uma das principais causas de consulta na pratica
médica, com cerca de 40% dos processos infecciosos noso-
comiais, s6 perdendo para as infec¢des do trato respirato-
rio®2. A grande maioria das ITU é causada por bactérias, mas
também podem ser provocadas por virus, fungos e outros
microorganismos®.

A etiologia das ITU tem sido analisada e estabelecida
de forma razoavelmente consistente. A bactéria Escherichia
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coli permanece o uropatdgeno predominantemente isolado
em comunidades com casos de infec¢des agudas sem com-
plicacoes. Klebsiella, Enterobacter e Proteus, sem muita fre-
qliéncia causam cistite e pielonefrite sem complicagdes“*.

Cerca de 10% a 20% das mulheres contrai ITU, em al-
guma época da sua vida, e um nmero significante apresen-
ta recidivas’. Em criancas, é fregiiente e, ao atingir os rins,
pode deixar seqiielas, denominada cicatriz renal. Quando
ocorre infeccdo nos rins, pode haver cicatrizacdo com te-
cido normal ou com tecido de fibrose, ficando aquele local
sem a funcao de filtracdo. E, depois de repetidas infecgdes,
o tecido renal vai sendo lentamente substituido, e os rins
podem evoluir para faléncia da funcdo, podendo a crianca
necessitar entdo de dialise®.

0 uso de antibiéticos induz a uma pressao seletiva
sobre as cepas bacterianas, favorecendo a preservacao das
cepas que sofrem mutacdo genética para a resisténcia em



relacdo as cepas sensiveis. A disseminacdo desses agentes
ocorre, particularmente, quando as medidas basicas no con-
trole das infeccbes nao sdo respeitadas’.

No presente trabalho, foi realizado um estudo da pre-
valéncia das enterobactérias isoladas de ITU em pacientes
do Hospital Adventista de Belém, bem como o perfil de
suscetibilidade, destas bactérias, frente aos antibiéticos,
visando a obtencdo dados que possam auxiliar o controle
desta infeccao e minimizar o uso abusivo de antibi6ticos.

MATERIAL E METODOS

As amostras de urina foram colhidas, apos assepsia
do trato genito-urinario e semeadas em meio MacConkey e
incubadas a 37°C por 24 horas. Apds o crescimento bacte-
riano, foram preparadas suspensdes homogéneas de colo-
nias isoladas, com volume de 1,5 mL ou 2,5 mL para serem
identificadas quanto a espécie.

A identificacdo da espécie bacteriana e o antibiogra-
ma foram realizados no aparelho ATB EXPRESSION (BIOME-

RIEUX), um sistema automatico de identificagdo bacteriana
e de teste de suscetibilidade a antimicrobianos. Foram tes-
tados os seguintes antibiéticos: Amoxacilina (AMO); Amo-
xacilina com Acido Clavulanico (AMC); Cefalotina (CFT);
Ceftriaxona (CRO); Cefoxitina (CXT); Ceftazidima (CA1); Ce-
fotaxima (CTX); Ceftazidima (CAZ); Piperacilina (PIC); Imi-
penema (IMI); Acido Nalidixico (NAL); Norfloxacina (NOR);
Ciprofloxacina (CIP); Tobramicina (TOB); Amicacina (AKN);
Gentamicina (GEN); Netilmicina (NET); Trimetroprim Sulfa
(TSU); Nitrofurantoina (FUR); Fosfomicina (FOS).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

No presente trabalho, foram analisadas 85 amostras
urinarias de pacientes com indicacao de ITU, atendidas no
Hospital Adventista de Belém-PA. Destes pacientes 70,6%
foram ambulatoriais e 29,4% hospitalizados (Tabela 1). De
acordo com a etiologia £. coli foi a enterobactéria de maior
prevaléncia provocando ITU nos dois tipos de pacientes,
seguido de K. pneumoniae, P. mirabilis e E. cloacae. De fato,

Tabela 1. Enterobactérias isoladas da urina de pacientes com ITU, ambulatoriais e hospitalizados, no Hospital Adventista
de Belém, no ano de 2002.

Ambulatoriais Hospitalizados

BACTERIA ISOLADA

N° % No % Ne- %
Escherichia coli 43 50,6 20 23,5 62 741
Klebsiella pneumoniae 06 71 03 3,5 10 10,6
Proteus mirabilis 04 4,7 01 1,2 06 5,9
Enterobacter cloacae 01 1,2 01 1,2 02 2,4
Enterobacter aerogenes 02 2,4 0 0 02 2,4
Klebsiella terrigena 01 1,2 0 0 01 1,2
Proteus vulgaris 01 1,2 0 0 01 1,2
Morganella moragnii 01 1,2 0 0 01 1,2
Klebsiella oxytoca 01 1,2 0 0 01 1,2
TOTAL 60 70,6 25 29,4 85 100,0

Tabela 2. Enterobactérias isoladas da urina de pacientes com ITU, de acordo com o sexo, no Hospital Adventista de Belém,
no ano de 2002.

) Feminino Masculino
BACTERIA ISOLADA
Escherichia coli 55 64,7 08 15,1 63 741
Klebsiella pneumoniae 08 9,4 01 2,3 09 10,6
Proteus mirabilis 04 47 01 1,2 05 59
Enterobacter cloacae 0 0 02 2,3 02 2,4
Enterobacter aerogenes 01 1,2 01 1,2 02 2,4
Klebsiella terrigena 0 0 01 1,2 01 1,2
Proteus vulgaris 01 1,2 0 0 01 1,2
Morganella moragnii 0 0 01 1,2 01 1,2
Klebsiella oxytoca 01 1,2 0 0 01 1,2
TOTAL 70 82,4 15 17,6 85 100,0
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as bactérias gram-negativas do trato normal do intestino
sdo as que mais provocam ITU e entre estas a E. coli é cita-
da como predominante, na maioria dos trabalhos que relata
ITU tanto em infec¢des com cepas da comunidade como do
ambiente hospitalar®*'.

Espécies bacterianas de E. aerogenes, K. terrigena, K.
oxytoca, P. vulgaris e M. morganii, estiveram presentes ape-
nas nos pacientes ambulatoriais. Entretanto, os pacientes
hospitalizados examinados foram em menor nimero, o que
dificulta fazer uma anélise deste achado.

A maioria dos pacientes com ITU foi do sexo femi-
nino (82,4% dos pacientes), enquanto que apenas 17,6%
foram do sexo masculino (Tabela 2 na pagina anterior).
As infeccdes urinarias sdo mais freqiientes em mulheres,
pelo motivo destas terem uma uretra curta e facilmente
atingivel pelas bactérias da regido perianal, sendo menos
eficazes em deter a infeccao?’.

E. coli também foi a bactéria mais prevalente tanto
no sexo feminino como no masculino (Tabela 2). E. coli, K.
pneumoniae, P. mirabilis, e E. aerogenes foram encontradas
nos dois sexos. P. Vulgaris e K. oxytoca apareceram somente
em mulheres, por outro lado, E. cloacae, K. terrigena e M.
morganii apenas nos homens. Estes dados mostram que as
infeccdes urinarias provocadas por bactérias Gram-negati-
vas, ndo obedecem a um mesmo padrdo nos dois sexos.

De acordo com a Tabela 3 os pacientes mais acome-
tidos com ITU eram idosos e adultos. Entre os idosos foi
encontrado um maior nimero de espécies bacterianas, ou
seja, E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, P. vulgaris, E. cloa-
cae, E. aerogenes e K. oxytoca. Varios autores citam que pa-
cientes idosos podem apresentar uma etiologia bacteriana
bastante variada, principalmente os hospitalizados*’43,

No presente trabalho, as criangas apresentaram a me-
nor freqiiéncia de ITU. Entretanto, esta infeccdo é freqiien-
te nesta faixa de idade, com a apresentacdo variando de
bacterilria assintomatica a pielonefrite aguda, que repre-

senta potencial risco de bacteremia e instalacdes de lesdes
renais irreversiveis‘.

0Os resultados obtidos nos antibiogramas (Figura 1)
mostram que as cepas bacterianas estudadas revelaram uma
alta sensibilidade (acima de 70%) a varios antibi6ticos Imi-
penema, Amicacina, Netilmicina, Ceftazidima, Cefotaxima,
Tobramicina, Gentamicina, Norfloxacino, Fosfomicina e Ci-
profloxacino. Entre os antibidticos testados, o Imipenema,
um carbepenem B-lactdmico que evita as B-lactamases foi
o antibidtico que revelou o melhor indice de sensibilidade
(98,8%). Esta classe de antibi6tico & um bactericida, nota-
vel pelo seu amplo espectro de atividade, agindo pela ini-
bicdo da sintese da parede celular e representa uma outra
modificacdo da estrutura do B-lactdmico®®. Varios autores
demonstraram que a combinacdo do imipinema com a cilas-
tatina de sddio previne a degradacdo desta combinacdo nos
rins, com atividade contra 98% dos organismos isolados a
partir de pacientes hospitalizados®.

Apenas uma cepa de E. coli foi resistente ao imipi-
nema. Segundo alguns autores'®3, esta bactéria adquire
resisténcia com grande facilidade, sendo bastante elevado
o ndmero de infeccdes de cepas resistentes a um variado
namero de antibidticos. Reforcando este fato, as cepas de
E. coli apresentaram as maiores taxas de resisténcias aos
antibidticos testados quando comparadas com as outras es-
pécies isoladas (Figura 1). Em vista disso, é recomendavel a
realizacdo do antibiograma para a escolha do tratamento.

A amoxicilina, um B-lactamico, foi o antibiético frente
a0 qual todas as cepas testadas apresentaram maior indice de
resisténcia. E conveniente ressaltar que a cepa de K. xyloca
testada, apresentou resisténcia apenas para este antibidtico,
sendo sensivel a todos os outros antibidticos testados (Figura
1). Além disso, todas as cepas de K. pneumoniae, E. cloacae,
E. aerogenes, K. terrigena, P. vulgaris e M. Morganii testadas
foram resistentes ao referido antibiético, revelando a inefica-
cia do mesmo no tratamento das ITU por estas bactérias.

Tabela 3. Enterobactérias isoladas da urina de pacientes com ITU, de acordo com a faixa etaria, atendidos no Hospital
Adventista de Belém, no ano de 2002.

Crianga

BACTERIA ISOLADA

Ne % Ne % Ne % Ne %
Escherichia coli 14 16,5 25 29,4 24 28,2 63 741
Klebsiella pneumoniae 01 1,2 04 4,7 04 4,7 09 10,6
Proteus mirabilis 01 1,2 03 3,5 01 1,2 05 59
Enterobacter cloacae 0 0 0 02 2,4 02 2,4
Enterobacter aerogenes 01 1,2 0 01 1,2 02 2,4
Klebsiella terrigena 0 01 1,2 0 0 01 1,2
Proteus vulgaris 0 0 01 1,2 01 1,2
Morganella moragnii 01 1,2 0 0 01 1,2
Klebsiella oxytoca 0 0 0 01 1,2 01 1,2
TOTAL 17 20 34 40 34 40 85 100
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Figura 1. Suscetibilidade antimicrobiana (%) de enterobac-
térias isoladas da urina de pacientes com ITU no Hospital

adventista de Belém, no ano de 2002.

A demonstracdo da resisténcia a varios antibioticos,
por outras bactérias Gram-negativas isoladas de pacientes
com ITU tém sido descritas, principalmente por P. aeru-
ginosa®***, 0 uso abusivo de antibiéticos no tratamento
das ITU, principalmente de origem hospitalar, pode levar
a uma piora da infeccdo e favorecer o aparecimento de
bactérias resistentes. Em vista disso, torna-se necessarias
campanhas que visem desestimular o uso indiscriminado
e por automedicagdo de antibidticos nas ITU, procurando
orientar a popula¢do para os riscos deste ato.

CONCLUSOES

1. E. coli foi a enterobactéria mais prevalente em todos os
tipos de pacientes com ITU, sendo também a espécie
bacteriana que mais apresentou resisténcia aos antibio-
ticos testados.

2. As cepas testadas revelaram maiores indices de susceti-

bilidade frente a Imipinema e Amicacina e de resistén-

cia frente a Amoxicilina.

Entre todas as espécies bacterianas testadas, apenas

uma cepa de E. coli mostrou resisténcia frente ao imipi-

nema, revelando a alta eficiéncia da droga.

Os pacientes com ITU foram a maioria do sexo femi-

nino.

5. E recomendavel rever os antibioticos que tenham efica-
cia em ITU, principalmente contra E. coli.
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Antes da década de 1960, exceto pela insulina e an-
tibidticos, a maioria das embalagens comerciais de produ-
tos farmacéuticos nao apresentava prazo de validade. Era
comum encontrar produtos farmacéuticos nas secdes de
dispensacao de farmacias que tinham 20 ou 30 anos. Isto
mudou, gradualmente, durante a década de 1970, de ma-
neira que, em 28 de setembro de 1978, as regulamentacoes
sobre as boas praticas de fabricacdo exigiram prazo de va-
lidade de quase todos os produtos farmacéuticos fabricados
e distribuidos as farmacias (THOMPSON, 2006).

0 prazo de validade de medicamentos, de acordo com
a definicdo, significa a data limite para utilizacdo de um
produto. Identifica o tempo durante o qual o medicamento
deve cumprir as exigéncias da monografia farmacopeica,
desde que guardados sob as condicdes de armazenagens
prescritas (THOMPSON, 2006; RDC n° 33/00). Embora possa
ser arbitrario determinar um prazo de validade para produ-
tos farmacéuticos elaborados pela inddstria farmacéutica
e fracionados para a dispensacdo, ha um problema ainda
maior em determinar os prazos de validade para produtos
manipulados (THOMPSON, 2006).

Assim, de modo geral, o0 prazo de validade dos me-
dicamentos esta relacionada a cinco aspectos basicos
(THOMPSON, 2006; ANSEL, 2000):

® Armazenamento do medicamento: A embalagem
usada deve garantir a integridade e estabilidade
do(s) farmaco(s);

e Forma-farmacéutica utilizada: Trata-se do tipo de
preparacao onde esta introduzido o principio ativo,
seja ela solida, semi-sdlida ou liquida;

e Interacdo entre os constituintes da formulacao
- Interacdo droga-droga e/ ou droga-excipiente;

e Natureza dos ingredientes: Podem ser intrinseca-
mente mais ou menos estaveis do ponto de vista
quimico;
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® Procedimentos de manipulagdo: A variagdo dos
procedimentos de manipulacdo e dos equipamen-
tos usados podem afetar a estabilidade do produto
final. As propriedades fisicas de uniformidade do
produto e taxa de sedimentacdo de suspensoes é
um bom exemplo disto;

Neste caso, pode-se dizer que a validade do medica-
mento (no caso do medicamento industrializado) é aquela
descrita na caixa do produto, ou no blister da forma farma-
céutica sélida.

Apos a aquisicao de um medicamento, é importante ob-
servar a bula e respeitar as condi¢des de conservacgao descritas
pelo fabricante do medicamento. Por exemplo, Se este produ-
to deve ser conservado entre 2 e 30°C, protegido da luz.

Se um medicamento pode ser degradado em presenca
da luz, normalmente, ele é envazado em um recipiente que
o protege da luz, como recipiente de vidro ambar, utilizado
para acondicionar um xarope, ou em blister opaco, no caso
de comprimidos e capsulas, por exemplo.

No caso especifico do medicamento manipulado, eles
devem ser utilizados apenas durante o periodo de trata-
mento prescrito pelo médico. Eles sdo chamados de medi-
camentos extemporaneos, ou seja, devem ser feitos para
o paciente utilizar durante um tempo especifico e que é
normalmente pequeno (RDC n° 33/00).

Estes medicamentos, via de regra, ndo podem apre-
sentar a mesma validade do medicamento industrializado
ja que ndo apresentam estudos que comprovem sua con-
servacao e estabilidade, visto que via de regra, ndo existe
uma padronizacdo com relacdo ao excipiente ou veiculo
utilizado entre as farmacias, ou o que é mais importante,
ndo existem estudos relativos a estabilidade de uma sé-
rie de drogas associadas como é o caso dos medicamentos
utilizados no tratamento de doengas reumatoldgias onde
sdo associados relaxantes musculares, analgésicos, anti-



inflamatérios, anti-artriticos, antimalaricos, entre outros
(BATISTUZZO, 2002). Nestes casos, existe toda uma preo-
cupacao relacionada ao efeito terapéutico destes medica-
mentos, além da dificuldade de determinar, o seu prazo de
validade real.

Quando se compra medicamentos industrializados e
normalmente ndo se utiliza todo o contelido, & comum, en-
contrar, em casa, sobras de medicamentos oriundos de trata-
mentos anteriores. Dai, & necessario tomar alguns cuidados:

e Manter os medicamentos fora do alcance de crian-
cas;

e Manter os medicamentos em local fresco, longe do
sol e calor, caso ndo exista recomendacao do fabri-
cante sobre seu armazenamento.

E justamente neste sentido que reside uma das vanta-
gens da Farmacia Magistral, no que concerne a preparacao
do medicamento na quantidade exata do tratamento (FER-
REIRA, 2000). Neste mesmo contexto esta a importancia
do fracionamento de medicamentos industrializados (Reso-
lucdo RDC n° 135/05).

Mas quando se trata de prazo de validade de medica-
mentos, é preciso levar em consideracdo também a validade
destes apds a abertura. Assim sendo, até quando utilizar um
medicamento depois de aberto? Pode-se entdo partir da forma
farmacéutica do medicamento para responder esta pergunta.

Os prazos de validade para produtos topicos normal-
mente ndo é tdo critico como os de formas farmacéuticas
para uso interno, pois os produtos externos ndo serdo in-
geridos e porque a terapia topica normalmente é menos
precisa e menos critica (THOMPSON, 2006).

1 - Medicamentos semi-sélidos (pomada, creme, etc)
- observar principalmente as caracteristicas do produto.
Conforme o armazenamento do medicamento, ele pode
apresentar principalmente alteracdo na coloracdo e/ou
consisténcia. Caso isto ocorra, desprezar o medicamento.
Caso contrario, utilizar durante a validade descrita pelo fa-
bricante. Se for produto oftalmico ou para aplicacao topica,
proximo da area dos olhos, depois de aberto, usar apenas
durante o tratamento descrito pelo médico, desprezando o
restante do produto (FERREIRA, 2000).

2 - Medicamentos liquidos, é preciso fazer varias con-
sideracoes, dependendo da forma farmacéutica.

e Xaropes - o0 aclicar presente no xarope age como
um conservante, por isso, esta forma farmacéutica tende a
ser mais estavel que uma solugdo. Deve-se entdo avaliar as
caracteristicas da preparagao como: presenca de precipita-
dos depositados no fundo do recipiente; modificacao na cor
e/ou cheiro da preparacdo; e principalmente, a presenca de
turvacdo ou presenca de espumas no xarope. Nestes casos,
o medicamento deve ser desprezado. Se nao ha alteracdo,
utilizar durante a validade descrita na caixa do produto (AN-
SEL, 2000; FERREIRA, 2000; Resolugdo RDC n° 135/05).

* Solugdo oral - £ uma preparacdo de facil degra-
dacdo. Por ser uma forma farmacéutica que contém muita

agua, propicia também a contaminagdo microbiana. Assim
sendo, estes medicamentos devem ser utilizados apenas
durante o periodo de tratamento prescrito. Em se tratando
de solucdes orais manipuladas, a validade do medicamento
& normalmente de 14 dias, a partir da data de sua prepara-
¢do. Caso ndo seja utilizada até este periodo, a preparacao
deve ser desprezada (FERREIRA, 2000).

* Solucao otologica - Normalmente sdo medicamen-
tos encontrados em frasco conta-gotas, tendo deste modo
um menor contato com o oxigénio. Sdo liquidos viscosos,
sendo mais dificil ocorrer degradacdo microbiana dos ativos
incorporados. Por isso, se bem conservados, esses medica-
mentos estdao em condigdes de utilizacdo durante a validade
descrita no recipiente do medicamento. E preciso, no en-
tanto, muita atencao na utilizacdo de solugdes otologicas
guardadas em casa pois, por serem medicamentos pouco
utilizados, (exceto no caso de pacientes que tem problemas
auditivos constantes), numa outra necessidade de uso, eles
ja podem esta fora do prazo de validade (ANSEL, 2000;
FERREIRA, 2000; Resolucdo RDC n°® 135/05).

¢ Suspensao oral extemporanea - sdo medicamen-
tos vendidos normalmente como particulas finas (pds) em
recipientes ambar, que no momento da utilizacdo, deve-se
colocar agua até uma marca determinada e agitar vigoro-
samente por cerca de 1 minuto. No momento de ser admi-
nistrada, deve-se agitar a preparacdo para que a dosagem
seja correta. Apos reconstituicdo do volume, agitar. Este
medicamento tem um prazo de validade normalmente de
14 dias se conservado segundo a orientac¢do do fabricante,
como pode ser observado para a suspensao oral de amoxi-
cilina (NEOQUIMICA, 2006).

Atencdo: Este periodo ndo é padronizado. A suspen-
sdo oral de azitromicina, por exemplo, tem um prazo de
validade ap6s reconstituicdo do volume de no maximo 5
dias (SCHERING, 2006).

® Colirios - Sao preparacgdes destinadas a serem aplica-
das nos olhos. Os olhos estdo entre as regides mais sensiveis
que existem no nosso corpo, dai a preocupacdo na adminis-
tracdo de medicamentos. Estes medicamentos sdo produtos
estéreis e nunca devem ser manipulados extemporaneamen-
te, @ menos que possam ser tornados estéreis, incluindo o
uso de recipientes esterilizados (THOMPSON, 2006). Mesmo
para um farmaco estavel, formulado como medicamento es-
téril, prazos de validade mais curtos sdo recomendados para
estas formas farmacéuticas, devido ao perigo de contamina-
cao pelo paciente, durante o uso, bem como devido as séries
conseqiiéncias decorrentes do modo de uso (Pharmacopeial
Férum, 1998; FORD, 1985). Assim, é necessario todo o cuida-
do no momento da aplicacdo do medicamento, para que nao
haja contaminacao dos olhos através do bico do recipiente
do colirio. Devido aos fatos citados, desprezar o medicamen-
to logo apds o prazo de validade do mesmo.

ATENCAO: Verificar na bula dos colirios no tépico In-
formagdes ao paciente ou Cuidados de Armazenamento, a
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existéncia ou nao de condigdes de armazenamento e dados
sobre a validade do produto, como pode ser observado no
colirio Xalatan®, mostrado abaixo (PFAZER, 2006):

“Este medicamento deve ser guardado sob refrigera-
¢do (2 a 8°C) e ao abrigo da luz. Ap6s abertura do frasco,
o produto deve ser conservado a temperatura ambiente (no
maximo 25°C) por até 10 semanas”.

Neste caso, na bula colirio Xalatan®, esta descrito
exatamente o prazo de validade deste medicamento apés
abertura, que é 10 semanas.

3 - Medicamentos sélidos (comprimido ou capsula)
- neste caso, estes medicamento estdo em blisters, bem
fechados, ndo entrando em contato com o ambiente. 0
procedimento é retirar o medicamento e observar as suas
caracteristicas como modificacdes na consisténcia, na cor
ou no odor. Caso tenha ocorrido alguma das modificagdes
citadas, o medicamento deve ser desprezado, independente
de sua validade. Caso o medicamento ndo apresente nenhu-
ma destas alteracdes, utilizar durante a validade descrita
pelo fabricante. Com relagdo ao medicamento manipulado,
que é dispensado via de regra em potes plasticos lacrados,
deve ser considerado o prazo de validade descrito no rétulo
do produto independente de estar aberto ou nao.

De acordo com a USP capitulo 1161, ao dispensar
um medicamento estavel, encapsulado ou p6 seco, em
um recipiente hermético, com instrucdes apropriadas de
armazenagem, a regra de seis meses -25% sera adequada
para a maioria das circunstancias (THOMPSON, 2006). Se
um recipiente hermético nao pode ser usado, é necessaria
uma abordagem mais conservadora. Dispensar um ndmero
limitado de unidades e atribuir um prazo de validade de
duas vezes a quantidade de tempo que o paciente levaria
para usar a prescricao, considerando que a medicacdo seja
usada corretamente, é outra maneira de colocar a validade
do medicamento sélido manipulado (THOMPSON, 2006).

No entanto, devido a falta de literatura relacionada
a estabilidade de farmacos, como determinar o prazo de
validade destes medicamentos? A grande maioria dos medi-
camentos solidos manipulados sdo de farmacos associados
e assim, é relativamente comum ocorrer o escurecimento
destas preparacoes, demonstrando que houve uma reacdo
entre os ativos ou entre ativos e excipientes pois, mesmo
sendo o excipiente considerado inerte, ele pode reagir com
alguns farmacos, chegando a modificar sua biodisponibili-
dade. Biodisponibilidade significa a medicdo da velocidade
e quantidade total da droga que chega a circulacdo a par-
tir de uma forma farmacéutica administrada (REMINGTON,
1995)

Em estudos realizados por nossa Equipe de trabalho,
utilizando a anéalise Térmica para verificacdo de interacoes
entre os farmacos Ciclobenzaprina (C), potente relaxan-
te muscular que atua no sistema nervoso central a nivel
cerebral, Prednisona (P), glicocorticéide com propriedades
antiinflamat6rias e imunosupressivas, Meloxicam (M), um
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potente antiinflamat6rio mono-esteroidal, derivado dos oxi-
cans e seletivo para isoenzima COX-2 e a Diacereina (D),
utilizada no tratamento sintomatico e nas manifestacdes da
osteoartrite, verificou-se que a ciclobenzaprina como farma-
co isolado demonstrou uma degradacdo ap6s aquecimento
de apenas 5,68%. No entanto, quando associada a predniso-
na, a diacereina e ao meloxicam ela degradou aproximada-
mente 68,59%, 57,38% e 53,09%, demonstrando que existe
a formacdo de misturas eutéticas entre estes farmacos de
forma a aumentar ainda mais a possivel instabilidade da
preparacdo quando estes medicamentos estdo associados
(VASCONELOS, 2006). Assim sendo, associagdes de ativos
em uma mesma forma farmacéutica que é uma das vanta-
gens da Farmacia Magistral, pode se tornar uma desvanta-
gem quando ndo existe seguranga na sua manipulagdo.
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INTRODUCAO

Atualmente, quando todos os caminhos levam a bus-
ca da qualidade total, torna-se indispensavel conhecer per-
feitamente cada fase de um processo produtivo. Segundo
a “Farmacopéia Americana” 24 ed. a validagdo de métodos
analiticos “é o processo pelo qual é estabelecido, por es-
tudos de laboratério, que as caracteristicas executadas do
método satisfazem os requisitos para as aplicacdes anali-
ticas praticadas”. Em outras palavras, seria o processo pelo
qual, parametros de méritos sdo determinados e avaliados,
sendo estes importantes partes de um programa de garan-
tia da qualidade.

0Os orgaos regulamentadores exigem a validacdo, con-
siderada um dos requisitos essenciais para qualidade dos
medicamentos. O planejamento dos estudos de validacao é
um aspecto fundamental para garantir que os resultados ob-
tidos reflitam a operacao dos procedimentos analiticos e que
0 método fornega informagdes confiaveis. Embora existam
diversos guias descrevendo a validacdo de métodos cromato-
graficos, comparativamente pouco se tem dito a respeito da
validacdo de métodos ndo cromatogréficos (Brittain, 1998).

Na analise titulométrica ou titulometria, o constituin-
te desejado é determinado, medindo-se a sua capacidade
de reacdo frente a um reagente adequado usado, na forma
de solucdo com concentracdo conhecida, denominado solu-
¢do padrdo ou solucdo titulante. Esta solucdo é adicionada
progressivamente ao constituinte, até completar a capaci-
dade de reacdo deste.

A quantidade do constituinte é encontrada em funcao
do volume ou peso da solucdo padrao, gasto na titulacdo.
A etapa considerada a mais critica da titulacdo é a parte
final, em que um sinal deve indicar que a capacidade de
reacdo do constituinte esgotou-se. Esta etapa é denomi-
nada de ponto de equivaléncia ou ponto final teérico, e
corresponde a adicdo do reagente titulante em quantidade
exatamente equivalente a quantidade do constituinte ori-
ginariamente presente.

Para facilitar a visualizagdo do ponto de equivaléncia
é adicionado ao sistema um reagente auxiliar denominado
de indicador, capaz de produzir uma mudanca de coloracdo
muito préxima do ponto final da titulacdo (Basset, 1981).
A titulometria é considerada um método de analise, sim-
ples, barato e rapido.

Algumas titulacdes requerem a adicao de um volume
medido de uma solucdo volumétrica em excesso da quan-
tidade realmente necessaria para reagir com a substéncia,
para assim titular esse excesso com uma segunda solucdo
volumétrica. Este processo constitui uma titulacdo indi-
reta, sendo também conhecida como titulacdo pelo resto
(Farmacopéia Brasileira 3. ed., 1997).

Nesse contexto, no presente trabalho, propéem-se
a validacdo da metodologia analitica de doseamento por
titulagdo indireta do medicamento similar Hidroxizol® (hi-
dréxido de aluminio 62mg/mL) suspensao oral, produzido
no LAFARE, Laboratério Farmacéutico do Recife.

0 hidréxido de aluminio suspensao oral & um com-
posto que tem a finalidade de neutralizar o acido produzido
pelo estdmago. Suas propriedades antiacidas e a adequacao
terapéutica sao muito influenciadas pelo cation metalico.

Os antiacidos variam na intensidade com que sdo ab-
sorvidos. Os que contém aluminio, ou qualquer outro cation
metalico bivalente ou trivalente sdo menos completamente
absorvidos do que antiacidos que contém cations monova-
lentes, como o NaHCO,, por exemplo.

Os antiacidos insolveis, que ndo reagem, passam
pelo intestino e sdo eliminados nas fezes. Quando os pro-
dutos dos antiacidos que reagiram entram no intestino,
alguns cations sao absorvidos. Nos individuos com funcao
renal normal, os modestos acimulos subsegiientes de alu-
minio (Al**) ndo causam problemas.

0 hidroxido de aluminio suspensao oral é indicado em
quadros que produzem hiperacidez gastrica. Seu uso é con-
tra-indicado em gestantes no primeiro trimestre da gravidez
e em pacientes com hipofosfatemia, devido a propriedade
dos sais de aluminio ligarem-se ao fosfato, depletando-o.
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Tabela 1. Resultados da Especificidade.

E—— Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desv. Pad. CV(%)
roduto
mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL %
Hidroxizol 63 101 63 101 63 102 63 101 0,29 0,46 0,45 0,45
Placebo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Tabela 2. Resultados da robustez variando o pardmetro: marca do reagente do sal EDTA
Marca do sal do Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desv. Pad. CV(%)
reagente EDTA mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL %
Vetec 64 103 63 102 64 103 63 102 0,28 0,46 0,45 0,45
Reagen 63 101 63 102 64 102 63 102 0,28 0,45 0,45 0,44

Também é contra-indicado em pacientes com sintomas de
apendicite, uma vez que este medicamento pode aumentar
o risco de perfuragdo, por efeito constipante.

MATERIAL E METODOS

A preparacgao dos reagentes envolvidos na metodolo-
gia de anélise foi feita exclusivamente para este fim. Foram
utilizadas vidrarias previamente calibradas e reagentes pre-
parados conforme metodologias farmacopéicas, de forma a
minimizar possiveis variaveis que poderiam influenciar na
confiabilidade do método empregado.

Desta forma, determinou-se que o mesmo analista se-
ria o responsavel pela analise das amostras a serem efetua-
das, (exceto quando do estudo de precisao), bem como da
preparacao de todos os reagentes que foram necessarios.

Desenvolvimento do Método de Analise

0 método utilizado de titulacdo indireta, foi adapta-
do da metodologia analitica de doseamento do gel de hi-
droxido de aluminio (matéria-prima) presente na USP (The
United States Pharmacopeia) Ed 23.

RESULTADOS

Segundo a Resolugdo-RE n® 899, de 29 de maio de 2003,
uma metodologia sera considerada validada, desde que sejam
avaliados os parametros: especificidade e seletividade, line-
aridade, intervalo de variacdo, precisdo, limite de deteccao/
sensibilidade, limite de quantificagdo, exatiddo e robustez.

Especificidade e Seletividade

A especificidade de um procedimento analitico re-
presenta sua capacidade de avaliar de forma inequivoca
a substdncia em exame na presenca de componentes que
poderiam interferir com a sua determinacdo numa mistura
complexa (Brittain, 1998). Pode ser demonstrada compa-
rando os resultados dos testes de amostras contendo impu-
rezas, produtos de degradacgao, ou ainda através do place-
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bo, com valores encontrados apos analise da amostra sem
os interferentes.

0 ensaio foi determinado pela anélise das amostras
em triplicata de um placebo desenvolvido em lote de ban-
cada (500mL) exclusivamente para este fim, comparado a
analise das amostras também em triplicata do padrdo de
trabalho (hidréxido de aluminio 62mg/mL Suspensdo Oral
- Hidroxizol®).

Os resultados obtidos com o parametro seletividade/
especificidade estdo expostos na tabela 1.

Os resultados da especificidade apresentados na ta-
bela 01 comprovam que os excipientes nao interferem no
doseamento por titulacdo do hidréxido de aluminio 62mg/
mL suspensao oral.

Robustez

A robustez do método é a medida da capacidade que
o método apresenta em se manter inalteravel através de
pequenas, mas deliberadas modificacdes em seus pardme-
tros e fornecer indicacdes de seguranca durante o uso nor-
mal (USP/NF Ed 24, 1999).

0 ensaio foi determinado a partir da variacdo do para-
metro: marca do fabricante do reagente do sal EDTA (Vetec®
x Reagen®).

Foram realizadas analises de amostras em triplicata
na concentragdo de 62mg/mL (100%) para o parametro va-
riado da robustez.

Os resultados obtidos com o parametro robustez va-
riando a marca do sal do reagente EDTA estdo demonstrados
na tabela 02. Foi realizado o tratamento estatistico por
teste t de student, demonstrado na tabela 03, para ana-
lisar se havia diferenca entre as médias obtidas a partir
das diferentes marcas do sal utilizado para a preparacdo do
reagente EDTA 0,05M (SV).

Tabela 3. Teste t de student entre as diferentes marcas do
sal do reagente EDTA.

t tabelado
2,776

t calculado
1,067




0 método de doseamento por analise titulométrica é
robusto, pois de acordo com os resultados obtidos, como o
t calculado é menor do que o t tabelado, podemos afirmar
com 95% de confianca que ndo ha diferenca estatisticamen-
te significativa entre os parametros avaliados. As variagdes
encontradas refletem erros aleatdrios durante o procedimen-
to analitico, os quais ndo interferem no resultado final.

Linearidade:

E a capacidade de uma metodologia analitica de de-
monstrar que os resultados obtidos sdo diretamente pro-
porcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de
um intervalo especificado (Resolugdo-RE n°® 899, de 29 de
maio de 2003).

0 presente ensaio foi realizado através da analise de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados dos
pontos médios de trés curvas auténticas com cinco pontos
correspondentes as concentracdes de 49,6mg/mL, 55,8mg/
mL, 62mg/mL, 68,2mg/mL e 74,4mg/mL de hidroxido de
aluminio. O coeficiente de correlacdo foi obtido através da
média das trés curvas auténticas.

Os resultados do estudo de linearidade estao expostos
na tabela 04, assim como o estudo dos resultados das ana-
lises de variancia apresenta-se na tabela 05.

Os resultados dos pontos das trés curvas de linearida-
de foram plotados em um Gnico gréfico (linearidade final),
onde o mesmo encontra-se apresentado na figura 01. 0 eixo
das ordenadas (y) representa o volume de EDTA complexado
com o aluminio e o eixo das abscissas (x) representa as
concentragdes do hidroxido de aluminio suspensao oral em-
pregadas. Pelo método dos minimos quadrados, obteve-se a
equacao da reta, onde:

Y =0,2043x + 0,236

A analise da regressao linear pelo método dos mini-
mos quadrados demonstrou um coeficiente de correlacao

Tabela 4. Resultados da Linearidade

(R?) muito proximo da unidade (0,9995), o que comprova a
linearidade do método.
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Figura 1. Linearidade do método verificando a regressdo da
média de trés curvas auténticas de calibracdo.

y =0,2043x + 0,236

r’=0,999

Através da analise de varidncia (ANOVA) representada
na tabela 05, podemos testar a validacdo do modelo line-
ar e a significancia estatistica da curva ajustada. Podemos
verificar se houve falta de ajuste (F) através da razdo entre
a média quadratica devido a falta de ajuste e a média qua-
dratica devido ao erro puro.

F = MQfaj/ Mgerp = 0,0074/0,0027 = 2,7917

Esta relacdo apresentou um valor de F (2,79167)
abaixo do valor critico tabelado (3,7083), o que significa
que podemos afirmar com um intervalo de 95% de con-
fianca que o modelo linear esta bem ajustado na faixa de
concentragdo estudada (Pimentel & Neto, 1996).

A reta de regressao linear apresentou um R2=0,99898,
calculado a partir da relacdo entre a soma quadratica devi-
do a regressdo e a soma quadratica total.

R2=5Q_ /SQ . =48,1333 /48,1823 = 0,999

reg tot

Concentragoes Volume de EDTA complexado com o Aluminio (mL) Média das 5 . o
(mg/mL) Curva 1 Curva 2 curvas (mg/mL) esv. Padrao cv()
49,6 10,3 10,4 10,35 10,35 0,05 0,483
55,8 11,7 11,6 11,5 11,6 0,1 0,862
62,0 12,95 12,95 12,95 12,95 0,00 0,00
68,2 14,2 14,2 14,2 14,2 0,00 0,00
74,4 15,35 15,4 15,4 15,38 0,028 0,187
Tabela 5. Resultados da Analise de Varidncia da Linearidade.
Fonte SQ GL MQ F F-critico
Modelo (reg) 48,133 1 48,133 12770 4,6672
Residual (res) 0,049 13 0,0038 Curva Linear
Falta de ajuste (faj) 0,022 3 0,0074 2,792 | 3,7083
Erro puro (erp) 0,027 10 0,0027 Nao ha falta de ajuste
Total (tot) 48,18 14 3,442 |
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0 valor maximo que R? poderia assumir pode ser dado
pela expressao:

R imo = SQ — SQ, / SQ, = 48,1823 - 0,0267 / 48,1823
RE .. =0,99945

Desta forma, o grafico de regressao linear (Figura 2)
apresentou uma reta com um R? =0,99954 calculado
a partir da relagdo:

R2 =R? /R

explicavel

explicavel

=0,99898 / 0,99945 = 0,99954

Como a capacidade explicativa de um modelo pode
ir de 0 (zero) até no maximo (1), 0 £ R? < 1, quanto mais
proximo de 1 (um) estiver o R?, melhor terd sido o ajuste do
modelo as respostas observadas. Portanto, como o RZexplicével
= 0,99954, 0 modelo pode explicar 99,954% da variancia
maxima, o que é considerado um valor satisfatorio, restan-
do 0,046% para ser explicado pelos residuos.

Intervalo de Variagao:

0 intervalo especificado é a faixa entre os limites de
quantificacdo superior e inferior de um método analitico.
Normalmente é derivado do estudo de linearidade e é esta-
belecido pela confirmacdo de que o método apresenta exa-

Pode ser avaliada em trés niveis: repetibilidade, pre-
cisdo intermediaria e reprodutibilidade. A repetibilidade
(precisdo intra-ensaio) é a concordancia entre os resulta-
dos dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo
analista e mesma instrumentacdo. A precisdo intermediaria
(precisdo inter-ensaio) corresponde a concorddncia entre
os resultados do mesmo laboratério, porém obtidos em dias
diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos di-
ferentes.

Para este trabalho, a precisao foi determinada através
dos métodos de repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi determinada pela analise de seis amos-
tras individuais, ou seja a partir da analises de amostras
oriundas de seis solucdes-mae diferentes. A precisao inter-
mediaria foi determinada em triplicata, em dois dias, por
dois analistas diferentes.

Repetibilidade:
Os resultados obtidos com o parametro repetibilidade
estdo expostos na tabela 06.

Tabela 6. Resultados da Repetibilidade.

Concentragao (mg/

tiddo, precisdo e linearidade adequados quando aplicados Amostras mL) Teor (%)
a amostras contendo quantidades de substancias dentro 01 63,62 102,61
do intervalo especificado (Resolugdo-RE n°® 899, de 29 de 02 62,88 101,43
maio de 2003). 03 64,10 103,39
Segundo a resolugdo acima citada, para se determinar 04 62,15 100,25
quantitativamente o analito em uma forma farmacéutica, o 05 62,64 101,03
intervalo a ser tomado deve compreender a faixa de pelo 06 62,15 100,25
menos 80 a 120% da concentracdo tedrica do teste. Hiedla 0292 L0l
Desvio Padrao 0,793 1,280

Precisio: CV (%) 1,261 1,261

A precisao de um procedimento analitico representa o
grau de concordancia entre os resultados de analises indi-
viduais quando o procedimento é aplicado repetidamente a
maltiplas amostragens de uma mesma amostra homogenia,
em idénticas condicdes de testes. A precisdo é geralmente
expressa pelo desvio padrdo ou desvio padrdo relativo dos
resultados obtidos (Brittain, 1998).

Observando-se os resultados expostos na tabela 06,
podemos concluir que o método tem uma boa repetibilida-
de, visto que o coeficiente de variagdo (CV) é inferior ao
especificado pela Resolugao-RE n° 899, de 29 de maio de
2003, a qual especifica o limite do coeficiente de variagao
em 5,0%.

Tabela 7. Resultados da precisdo Intermediaria do analito a 100% (62mg/mL) no primeiro dia.

e Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desv. Pad. CV (%)
nalista
mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL %
62,,15 100,25 62,40 100,64 62,64 101,04 62,39 100,64 0,245 0,395 0,392 0,392
2 63,13 101,82 62,64 101,04 62,15 100,25 62,64 101,04 0,490 0,785 0,782 0,777
Tabela 8. Resultados da precisdo Intermediaria do analito a 100% (62mg/mL) no segundo dia.
- Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desv. Pad. CV(%)
nalista
mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL % mg/mL %
62,64 101,04 62,40 100,64 62,88 101,43 62,64 101,04 0,240 0,395 0,383 0,391
2 63,13 101,82 63,13 101,82 62,64 101,04 62,98 101,58 0,282 0,450 0,449 0,443
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Precisao Intermediaria:

Os resultados obtidos com o pardmetro precisdo in-
termediaria estdo expostos nas tabelas 07 e 08. Foi reali-
zado o tratamento estatistico por teste t de student, de-
monstrado nas tabelas 09, 10, 11 e 12, para analisar se
havia diferenca entre as médias obtidas entre os analistas
no primeiro e no segundo dia, assim como entre o mesmo
analista nos diferentes dias.

Tabela 9. Teste t de student entre analistas 1 e 2 no pri-
meiro dia.

t calculado t tabelado
0,806 2,776

Tabela 10. teste t de student entre analistas 1 e 2 no se-
gundo dia.

t calculado t tabelado
1,590 2,776

Tabela 11. Teste t de student do analista 1 entre 0 1° e
2° dia.

t calculado t tabelado
1,279 2,776

Tabela 12. Teste t de student do analista 2 entre o 1° e
2° dia.

t calculado t tabelado
1,033 2,776

Conforme observado nos resultados das tabelas 09,
10, 11 e 12, como o t calculado é menor do que o t tabe-
lado, podemos afirmar com 95% de confianca que ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre dias e ana-
listas. As pequenas variagdes encontradas demonstradas
nas tabelas 07 e 08, refletem erros aleatérios durante o
procedimento analitico, os quais se enquadram dentro dos
limites especificados.

0 valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo
com a metodologia empregada, a concentracdo do analito
na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método,
ndo se admitindo valores superiores a 5% (Resolugdo-RE n®
899, de 29 de maio de 2003).

Limite de deteccao e Limite de Quantificacao

Uma vez determinada a linearidade do método, os
limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) podem ser
mensurados. Podemos resumir a estatistica das regressoes
das trés curvas nos nimeros que representam seus coe-
ficientes angulares e lineares, e assim utiliza-los para os
calculos de determinacdo dos limites. A tabela 13 mostra
0 resumo estatistico das regressdes das trés curvas autén-
ticas de calibracao.

LD=3xDP /@&

Onde: DP é o desvio padrdo médio dos coeficientes lineares
e gé a média dos coeficientes angulares.

LD =3x0,13 /02043 = 1,909mg,/mL.

LQ=10xDP / &

Onde: DP é o desvio padrao médio dos coeficientes lineares
e gé a média dos coeficientes angulares.

LQ =10 x 0,13 / 02043 = 6,366mg,/mL.

Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos de
acordo com o tratamento descrito mostram que o método
apresentou uma boa sensibilidade ao hidroxido de alumi-
nio, onde se é possivel detectar um minimo de aproxima-
damente 3% de hidroxido de aluminio presente em uma
forma farmacéutica suspensdo oral, assim como é possivel
quantificar com precisdo e exatiddo aceitaveis um minimo
de aproximadamente 10% desta substancia na mesma for-
ma farmacéutica pelo método empregado.

Exatidao:

A exatiddo do método representa o grau de concor-
dancia entre os resultados individuais encontrados e um
aceito como referéncia (Swart & Krull, 1998).

A exatiddo do método deve ser determinada apds o
estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da es-
pecificidade do mesmo, sendo verificada a partir de 3 (trés)
concentragdes, baixa, média e alta, em triplicata cada. A
exatidao é expressa pela relacdo entre a concentracdao mé-
dia determinada experimentalmente e a concentra¢do te6-
rica correspondente (Resolucdo-RE n°® 899, de 29 de maio
de 2003).

Exatidao = concentracdo média/ concentracdo tedrica x 100

A exatiddo foi obtida a partir de analises de amostras
em concentracdes conhecidas de hidréxido de aluminio, em
triplicata, equivalentes a 50, 100 e 150% (baixa, média e
alta) da concentracdo tedrica analisada.

Os resultados obtidos com o pardmetro exatidao es-
tdo expostos na tabela. Foi realizado o tratamento esta-

Tabela 13. Resumo estatistico das regressdes das trés curvas de calibracdo.

Coeficiente Curva 1 Curva 2 Curva 3 Média Desv. Padrao
Angular 0,2032 0,2032 0,2065 0,2043 0,00190
Linear 0,3 0,31 0,08 0,236 0,13
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Tabela 14. Resultados da Exatidao.

Con.Teérica

Analises 31(mg/mL) 50(%) 62(mg/mL) 100(%) 93(mg/mL) 150(%)
Amostra 1 31,59 50,95 64,20 103,55 93,94 151,51

Amostra2 32,51 52,44 62,74 101,19 94,91 153,09

Amostra 3 32,02 51,66 63,71 102,76 93,84 151,36

Média 32,04 51,68 63,55 102,5 94,23 151,98

Desv. Padréo 0,460 0,745 0,743 1,201 0,591 0,958

CV (%) 1,436 1,441 1,169 1,171 0,627 0,630

tistico por teste t de student, demonstrado na tabela 14,
para analisar se havia diferenca entre as médias obtidas e
os valores teoricos.

Tabela 15. Teste t de student para a exatiddo para as con-
centracdes equivalentes a 50, 100 e 150% da concentracdo
teorica.

Concentracao te-

Grica t calculado t tabelado
50% 3,904 4,303
100% 3,604 4,303
150% 3,578 4,303

De acordo com o tratamento estatistico do teste t de
student, como o t calculado é menor do que o t tabelado
para as concentracoes equivalentes a 50, 100 e 150% da
concentracdo teorica, ndo ha evidéncia de erro sistemati-
co no método analitico, podendo-se afirmar que o método
apresenta 95% de confianga sequndo o tratamento estatis-
tico empregado, comprovando-se assim sua exatidao.

CONCLUSOES

0 método foi validado conforme a legislacdo em vigor,
onde os resultados obtidos mostram que o mesmo atende
aos requisitos de Boas Praticas de Fabricacdo e Controle,
pois apresenta especificidade, robustez, repetibilidade,
precisdo, linearidade, exatidao conferindo a confiabilidade
exigida para um método analitico.
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