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INTRODUCAO

As meningites bacterianas continuam sendo um
grande problema de salde pablica no Brasil e no mundo,
constituindo importante causa de morbimortalidade na
infancia. Em todo o mundo, sem epidemias, ocorre um
milhdo de casos de meningite bacteriana por ano. Estas
doencas sao quase sempre emergéncias médicas e estdo
associadas a elevadas taxas de mortalidade, dai a pre-
ocupacdo (e a publicidade) a que estdo habitualmente
associadas [13].

Estima-se a ocorréncia de pelo menos 500 mil casos
de doencga meningocécica (DM) por ano no mundo, com
cerca de 50 mil dbitos [13].

E uma doenca de evolucio rapida e com alta leta-
lidade, que varia de 7 até 70%, causada pela Neisseria
meningitidis. Mesmo em paises com assisténcia médica
adequada, a meningococcemia pode ter uma letalidade de
até 40% [13].

A DM foi primeiramente descrita em 1906 no Brasil.
Desde entdo tem ocorrido esporadicamente, sendo mais
fregliente nos meses frios. Em intervalos regulares, a do-
enca aparece em ondas epidémicas que podem durar de
dois a cinco anos [13].

Entre os anos de 1945 e 1961 ocorreu a primeira
epidemia, causada pelo sorogrupo A numa taxa de inci-
déncia de 25 casos por 100.000 habitantes. No inicio da
década de 70 houve outra grande epidemia causada pelos
sorogrupos A e C, com taxas de incidéncia de 170 casos
por 170.000 habitantes em determinadas cidades do pais,
tendo voltado a valores endémicos a partir de 1976 [11].

Existem 13 sorogrupos identificados de N. meningi-
tidis, porém os que mais freqiientemente causam doenca
sao0A,0B,0C 0YeoW135 [4,12].

A capsula polissacaridica é um fator associado a
viruléncia, importante por conferirem aos meningococos
propriedades antifagocitéarias e antibacterianas. E por isso
facilitam a sobrevida das bactérias durante sua invasdo na

corrente sanguinea ou do liquido cefalorraquidiano [10].
Os principais polissacarideos capsulares meningocdcicos
sdo formados por derivados do acido sialico (acido N-ace-
tilneuraminico ou NANA) (Tabela 1), exceto o sorogrupo A
que é formado por unidades repetidas de N-acetilmanosa-
mina-1-fosfato, figura 1, com liga¢des alfa e é codificada
por um cassete biossintético de quatro genes, especifico
para esse grupo [6].

Tabela 1. Estrutura do polissacarideo capsular de diferen-
tes sorogrupos [4].

Sorogrupo Natureza Quimica

—6)-a-D-ManNAc-(1-P0,—
A 3
T
OAc
B —8)-0.-D-NeuNAc-(2—
—9)-B-D-NeuNAc (2—
7/8
C
T
0Ac
H —4)-0.-D-GalNAc-(1—3)-B-D-ManNAcA-(1—
L —3)-0.-D-GlcNAc-(1—3)-B-D-GlcNAc-(1—3)
0-D-GLcNAc1-PO,—
X —4)-0,-D-GlcNAc-1P0,—
Y —6)-0.-D-Glc (1—4)-0-D-NeuNAc-(2—(0Ac)
W135 —6)-0.-D-Gal (1—4)-a-D-NeuNAc-(2—
z —3)-a-D-GalNAc (1—1)-glicerol-3-P0,—
29E —7)-B-D-KDO-(1—3)-0o-D-GalNAc-(1—
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Figura 1. Estrutura molecular de Manosamina-6-fosfato (2-amino-2-deoxy-6-phosphate - B-D-Mannopyranose 3-D-ManN-6-PO.H,) [4].

Em todos os medicamentos a padronizacdo segundo
normas de qualidade rigidas é fundamental para a garantia
da eficacia e seguranca no seu uso. No caso das vacinas
essas normas sdao extremamente rigidas devido a algumas
peculiaridades desse tipo de produto [16].

Vacinas contra a meningite foram as primeiras va-
cinas fabricadas com antigenos com uma identidade qui-
mica perfeita, diferente de vacinas celulares que utilizam
microorganismos inativados (p.e. coqueluche), atenuados
(pdlio) ou toxinas inativadas pelo formaldeido (tétano).
Por esse motivo as vacinas contra meningite foram as
primeiras a ter seu controle de qualidade baseado em
métodos fisico quimicos [14].

0 método de Chen esta descrito na Farmacopéia
Européia 5° edicdo para quantificacdo de fésforo, porém
convém avaliar sua equivaléncia com o método cromato-
grafico através de parametros de validacdo para garantir a
eficacia e seguranca do novo método [3].

A cromatografia de troca idnica, que geralmente é
chamada de cromatografia idnica, refere-se a métodos
modernos e eficientes de separacdo e determinagdo de
ions com base em resinas trocadoras de ions [9].

Esta cromatografia acoplada com deteccdo ampero-
métrica pulsada é um método recente para quantificacdo
de carboidratos. A separacdo é baseada na interacdo idnica
entre a carga negativa do carboidrato devido a utilizacao de
fase movel alcalina (pH > 12,0), com a resina anidnica [5].

Para assegurar e demonstrar que um determinado
método esta cientificamente coerente, sob as condicdes
nos quais o mesmo deve ser aplicado, sdo descritos para-
metros (experimentos) que comprovem sua eficacia, rece-
bendo o nome de validacao [1,15].

Os parametros a serem avaliados dependem da fina-
lidade da metodologia analitica a ser empregada. Tais pa-
rametros sdo: especificidade,linearidade, Intervalo, preci-
sdo, limite de quantificacdo, limite de deteccdo exatidao
e robustez. [2,8].

Para estudo comparativo das duas metodologias se-
rdo avaliados somente os pardmetros de linearidade e
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homocedasticidade, precisdo e exatiddo, demonstrando
assim, se a nova metodologia garante a determinacdo do
polissacarideo capsular sorogrupo A com acuracia.

MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes, padrdes e amostras.

Para analise por cromatografia foi utilizado para o
preparo dos eluentes, NaOH 50% (Merck). O acido triflu-
oracético (TFA) utilizado para hidrélise e o acetato de
sodio para o preparo do eluente (Merck). Mini-vials (1,5mL,
Ependorff) para hidrélise acida. Vials (2,5 mL, Wheaton)
para injecdes automaticas no cromatdgrafo. Agua grau
HPLC (Milli-Q). O padrdo de polissacarideo A obtido do
Laboratério de Controle de Qualidade fisico-quimico de Bio-
Manguinhos. Liofilizador para secar as amostras (Thermo).

Para a realizacdo da analise espectrofotométrica fo-
ram utilizados acidos perclorico 70%, sulfarico e molib-
dato de aménio (Merck). Acido ascérbico (Sigma). Agua
Milli-Q (Millipore). Como padrdo foi utilizado fosfato di-
basico de potassio (Merck). Termobloco a 250° (Frilabo),
banho-maria (Callmex) e agitador (Vortex).

Para quantificacdo do polissacarideo capsular de N.
meningitidis sorogrupo A serdo utilizadas amostras da
etapa de purificagao da vacina contra este sorogrupo onde
foram preparadas e analisadas no laboratério de controle
de processos de vacinas bacterianas em Biomanguinhos e
no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde
- INCQS, situados na Fiocruz.

2.2. Sistema espectrofotométrico

0 método espectrofotométrico seqgue os procedi-
mentos de Chen que consiste na determinacdo de fosforo
onde sera convertido para manosamina-6-fosfato atra-
vés da relacdo que 2.5 pg/mL de manosamina-6-fosfato
(0.125 pg injetado), corresponde a 0.011 pg de fosforo
utilizando espectrofotdmetro Beckman DU Series 500 e
cubeta em quartzo de 1 cm Brand para analise.



2.3. Sistema cromatografico

Sistema Dionex com bomba GP 50, sistema de de-
teccdo ED 40, autosampler AS50 e software Peaknet 6.3.
Colunas analiticas Carbopac PA-10 e fon Pac AS 11 (4 x
250 mm) e pré-colunas borato trap, amino trap e ion Pac
AG11 (4 x 50mm). Um potencial-quadrupolo foi aplicado
utilizando os sequintes parametros: E1_0.1V, t1_400 ms;
E2_ 2.0V, t2.20 ms; E3_0.6 V, t3_10 ms; E4_ 0.1V,
t4_60 ms.

2.4. Procedimento para determinacao de fosforo
2.4.1. Preparo da curva de calibracdo e amostra

Para a determinacdo de fosforo foram preparadas
diluicdes, em tubo de ensaio, a partir da solucao de traba-
Llho de fosforo 3,2ug/mL nas concentracoes 0,2, 0,4, 0,8,
1,6, 3,2 ug/mL.

Foram utilizadas 4 (quatro) amostras da etapa de
purificacdo da vacina, identificadas como amostra 1,
amostra 2, amostra 3 e amostra 4. Para cada 100pL da
amostra foi adicionado 100pL do reativo de minerali-
zacdo, no qual adicionou-se 5,0mL de acido sulftrico
concentrado e em seguida completou-se o volume
com acido perclérico 70% em baldo volumpetrico de
10mL,. Apds a adicdo do reativo de mineralizacado,
os tubos de ensaio foram levados ao termobloco a
250°C por 4 horas, exceto os tubos contendo a so-
lucdo de trabalho de fosforo. Deixou-se esfriar e em
seguida foi acrescentado a cada tudo-amostra 3,9mL
de agua Milli-Q e 4,0mL do reativo de coloragdo nos
tubos-amostra e padrdo, no qual adicionou-se 24ml
de agua Milli-Q, 12mL de acido sulfdrico 6N, 12mL de
molibdato de amdnia 2,5% e 12mL de acido ascorbico
10% em proveta de 100mL. Homogeneizou-se. Esta
solucdo deve ser preparada no momento de sua utili-
zacdo. Agitaram-se os tubos e colocou-se o conjunto
de tubos em banho-maria a 37° C por 2 horas. Apos o
tempo de espera, retirou-se os tubos do banho-maria

Tabela 2. Resultados estatisticos para linearidade.

e procedeu-se a leitura em espectrofotémetro Beck-
man DU Series 500 a 825nm.

2.5. Procedimento para determinacdo de manosamina -6-
fosfato.
2.5.1. Preparo da curva de calibracdo e amostra

Para a determinacdo de manosamina—6- fosfato
foram preparadas diluicdes, em baldo volumétrico, da
solucdo padrao de polissacarideo A 200 pug/mL nas con-
centracdes de 0,625, 1,25, 2,00, 5,00, 10,0 pg/mL.

Para estudo comparativo e avaliacdo dos resulta-
dos foram utilizadas as mesmas amostras para o método
espectrofotométrico, anteriormente identificadas como
amostra 1, amostra 2, amostra 3 e amostra 4.

Foi retirada de cada amostra, com auxilio de pipeta
automatica 500uL para diferentes mini-vials de 1,5mlLe
acrescentou 500pL de TFA 2N recentemente preparado. Os
mini-vials foram colocados em termobloco a 80°C por 3 ho-
ras. Apds o tempo de hidrélise, as amostras foram liofilizadas
e re-suspendidas para 1mL com agua Milli-Q. Os mini-vials
foram agitados e transferidos para vials de 2,5mL para serem
injetados no cromatégrafo utilizando como eluente hidroxi-
do de sédio 11mM isocratico, coluna analitica fon Pac AS 11
e Guard AG 11, fluxo 1 mL/min, volume do loop de 25pL.

RESULTADOS

3.1. Método espectrofotométrico
3.1.1. Linearidade e avaliacdao da homocedasticidade

Para avaliacdo da linearidade do método foi feita
analise em triplicata de 5 concentracoes diferentes da so-
lucdo de trabalho de fosforo 3,2uug/mL. Foram preparadas
trés curvas de calibracdo em trés dias distintos para veri-
ficacdo de possiveis diferencas de comportamento linear
com variacao do dia da analise. Os resultados estatisticos
sdo mostrados na tabela abaixo.

Parametros Padrao 1 Padrao 2 Padrao 3 Padrao 4 Padrao 5
Absorbancia 1 0,083 0,170 0,339 0,669 1,337
Absorbancia 2 0,087 0,170 0,336 0,663 1,333
Absorbancia 3 0,084 0,171 0,341 0,662 1,335

Média 0,085 0,170 0,339 0,665 1,335
Desvio Padrao (DP) 0,002 0,001 0,003 0,004 0,002
DPR % 2,459 0,339 0,743 0,570 0,150
Grubbs 1 0,801 0,879 1,124 1,145 1,097
Grubbs 2 1,121 0,209 1,060 1,125 1,000
Grubbs 3 1,039 1,155 0,927 0,651 0,000
Grubbs tabelado 1,155 1,155 1,155 1,155 1,155
Varianca 4,333E-06 3,333E-07 6,333E-06 1,433E-05 4,000E-06

> Varianga 2,933E-05

Cockran (C) 0,489
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3.1.2. Precisao

Para avaliacdo da precisdo do método foram preparadas = (DPR). Para repetibilidade e precisdo intermediaria foram
individualmente, 4 amostras (Amostras 1, 2, 3 e 4), de acordo feitas analises desta amostra em triplicata e em trés dias
com o item 2.4.1, para avaliacdo do desvio padrdo relativo | diferentes. Os resultados se encontram na tabela abaixo.

Tabela 3. Resultados das amostras para avaliacdo da precisdo do método espectrofotométrico. Os resultados foram cal-
culados baseados na média da triplicata em dias diferentes.

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Concentragao 1 (ug/mL) 50,388 35,871 25,756 15,440
Concentragao 2 (ug/mL) 50,785 34,976 23,609 14,683
Concentragao 3 (ug/mL) 51,916 34,724 24,259 14,893

Média 51,030 35,191 24,541 15,005

Desvio Padréo (DP) 1,183 0,895 1,241 0,855
Limite de confianca 0,683 0,517 0,716 0,494

Intervalo de Confianca 95% 51,03 £ 0,7 35,19 £ 0,5 2454 * 0,7 15,01 = 0,5

DPR % 2,325 2,549 5,091 5,850

Grubbs 1 0,755 0,721 0,894 0,526

Grubbs 2 0,799 0,583 0,990 0,526

Grubbs 3 0,596 0,908 0,310 1,052

3.1.3. Exatidao feita adicao padrao na amostra dos pontos 1, 3 e 5 da cur-

A exatiddo do método foi avaliada preparando a | va de calibracdo e analisados. Foi calculado o percentual
amostra 1 e padrdao nas mesmas condicdes para precisdo. | de recuperacdo da amostra. Os resultados encontram-se na
Estas preparacdes foram analisadas individualmente. Foi | tabela abaixo respectivamente.

Tabela 4. Resultados para amostra e padrao individualmente.

Parametros Padrao 1 Padrao 3 Padrao 5 Amostra 1
Absorbancia 1 0,083 0,341 1,340 0,046
Absorbancia 2 0,082 0,338 1,334 0,045
Absorbancia 3 0,084 0,340 1,338 0,046

Média 0,083 0,339 1,337 0,046
Desvio Padrao (DP) 0,001 0,002 0,003 0,001
DPR % 1,205 0,451 0,229 1,264

Tabela 5. Resultados apds adicdo padrao nas amostras para avaliacdo do percentual de recuperacdo.

Parametros Amostra 1 + Padrao1 Amostra 1 + Padrao 3 Amostra 1 + Padrao 5
Absorbancia 1 0,050 0,145 0,500
Absorbancia 2 0,053 0,140 0,503
Absorbancia 3 0,052 0,145 0,510

Média 0,052 0,143 0,504

Desvio Padrao (DP) 0,002 0,003 0,005

DPR % 0,001 0,002 0,003

Limite de confianga 0,011 0,021 0,038
Intervalo de Confianga 0,052 + 0,01 0,143 + 0,02 0,504 + 0,04

% RECUP. 1 77,519 75,325 72,307

% RECUP 2 82,171 72,727 72,740

% RECUP. 3 80,620 75,325 73,753

Média % 80,103 74,459 72,933
Média Total % 75,832

'M{mﬂ, v.21,n° 1/2, 2009




3.2. Método cromatografico 650 FSAZ6102007 A5 11 GURVAT #16 imoditiea bynplel GD_1 =

3.2.1. Determinacao utilizando coluna CarboPac PA 10 ] [ ANoSAmINA S P -8733
Para obter a melhor separacdo cromatografica foram s00-]

avaliadas duas diferentes colunas, CarboPac PA10 e AS 11, 100.]

figura 2.

30,0+

20,0

3.2.2. Perda da linearidade

Ao preparar um padrao com concentracdo de 20,0pg/ \LAJ
mL e injetado em triplicata, o cromatograma apresentou 1 :

um perfil satisfatério com separagao eficiente, figura 3, ol s 25 38 5o o 75 s 00
mas a hneandade dO metOdO fO] perd]da com ad1<;ao deSte Figura 3. Cromatograma com padrao 20,0ug/mL. Condicoes: Eluente NaOH 11mM,
ponto na curva como mostrado na ﬁgura 4 jé que 0 coeﬁ_ Fluxo: 1,0mL/min, Volume de injecdo: 25uL. Coluna AS 11 O pico de manosamina6-

. - . -fosfato ¢é identificado.
ciente de correlacdo esta menor que 0,999.

16,0 MANOSAMINAG6 P_xternal CD_1 E E
O Tarea (nC'min]

3.2.3. Linearidade e avaliacdo da homocedasticidade E

A avaliacdo deste parametro foi avaliada através da 1253
analise em triplicata de 5 concentragdes diferentes da solu- ]
¢do padrdo de polissacarideo A a 200pug/mL, de acordo com

10,0

a tabela 6. Foram preparadas trés curvas de calibracdo em " -
trés dias distintos para verificacdo de possiveis diferencas 50 . Y !
de comportamento linear com variacdo do dia da analise. el
] +
Olcoi,ﬂ 5i0 10‘.0 15‘,0 26,0 Hg/r:E.O

~41-PSANAOH 100MM E NAOAC 100MM# CARB OPAC PA10 #12 [modified by hpic] CDEt

450 2-PSA26102007 AS11 CURVA 1 #15 [modified byhplc] CD_1 E
nc Figura 4. Curva de calibragdo mostrando que a linearidade do método foi perdida com
B A adigao do padrao 20,0ug/mL, dltimo ponto na curva.
H 1-MANOSAMINA 6 P -5,208
30,04
B'DD,AMQ\;O[S:@L%:]P semal CD 1 E E
20,0+
7,50
6,25
10,0+
5,00
- 375 y=0,768 x + 0,162
) r=0,999
-5.0 T T T T T T T o
0,0 1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 7.5 8,8 10,0 2,50
. . ) ™ . 1,254
Figura 2. Cromatogramas mostrando o perfil cromatografico utilizando diferentes co-
lunas. Condigdes: Em preto utilizando como eluente NaOH 100mM e acetato de sédio 0.0 . : . : : : . . ug/m
100mM, Coluna CarboPac PA10, Fluxo: 1,0mL/min, Volume de injec&o: 25uL. Em rosa 00 13 25 38 5:0 3 i 88 100 120
utilizando como eluente NaOH 11mM, Coluna AS 11 Fluxo: 1,0mL/min, Volume de inje-
cao: 25uL. O pico de manosamina-6-fosfato é identificado. Figura 5. Curva de calibragéo para o método cromatogréfico.

Tabela 6. Resultados estatisticos para linearidade.

Parametros Padrao 1 Padrao 3 Padrao 4 Padrao 5
Area 1 0,533 1,113 1,709 4,119 7,744
Area 2 0,540 1,128 1,757 4,106 7,795
Area 3 0,524 1,157 1,772 4,123 7,819
Média 0,532 1,133 1,746 4,116 7,786
Desvio Padrao (DP) 0,008 0,022 0,033 0,009 0,038
DPR % 1,507 1,975 1,885 0,216 0,492
Grubbs 1 0,083 0,879 1,124 0,338 1,097
Grubbs 2 0,956 0,209 0,334 1,125 0,235
Grubbs 3 1,039 1,088 0,790 0,788 0,862
Grubbs tabelado 1,155 1,155 1,155 1,155 1,155
Varianca 6,433E-05 5,003E-04 1,083E-03 7,900E-05 1,467E-03
X Varianca 3,194E-03
Cockran (C) 0,459
Cockran (C) tabelado 0,684
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3.2.4 Precisao
Para 0 método cromatografico foram preparadas in-
dividualmente, as mesmas amostras utilizadas para ava-

liacdo do método tradicional. A repetibilidade e precisao
intermediaria foram avaliadas nas mesmas condicoes. Os

resultados se encontram na tabela 7.

Tabela 7. Resultados das amostras para avaliacao da precisdo do método cromatografico. Os resultados foram calculados
baseados na média da triplicata em dias diferentes.

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Concentragao 1 (ug/mL) 50,565 33,945 21,281 14,289
Concentracgao 2 (ug/mL) 50,403 33,579 21,082 14,315
Concentragao 3 (ug/mL) 50,532 33,958 21,283 14,291

Média 50,500 33,828 21,215 14,298

Desvio Padrao (DP) 0,300 0,278 0,142 0,206
Limite de confianca 0,173 0,161 0,082 0,119

Intervalo de Confianga 50,50 + 0,17 33,83 £ 0,16 21,22 = 0,08 14,30 = 0,12

DPR % 0,594 0,823 0,668 1,427
Grubbs 1 0,440 0,818 0,700 0,685
Grubbs 2 0,911 0,876 0,900 0,730
Grubbs 3 0,905 0,501 0,591 0,797

3.2.5. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada preparando a
amostra 1 e padrdo nas mesmas condigcdes para preci-
sdo. Estas preparacdes foram analisadas individualmente.

Foi feita adicdo padrdao na amostra dos pontos 1, 3 e
5 da curva de calibracdo e analisados. Foi calculado
o percentual de recuperacdo da amostra. Os resultados
encontram-se na tabela abaixo respectivamente.

Tabela 8. Resultados para amostra e padrao individualmente.

Area Padrao 1 (P1)

Parametros Area Padrio 3 (P3) Area Padrao (P5) Amostra

Area 1 (nC * min) 0,533 1,709 7,744 2,605
Area 2 (nC * min) 0,540 1,757 7,795 2,404
Area 3 (nC * min) 0,524 1,772 7,819 2,511
Média 0,532 1,746 7,786 2,507
Desvio Padrao (DP) 0,008 0,033 0,038 0,101
DPR % 1,508 1,885 0,492 4,012

Tabela 9. Resultados apds adicdo padrao nas amostras para avaliacdo do percentual de recuperacdo.

Parametros Amostra 1 + P1 Amostra 1 + P3 Amostra 1 + P5
Area 1 (nC * min) 1,491 2,197 5,000
Area 2 (nC * min) 1,448 2,157 5,019
Area 3 (nC * min) 1,486 2,085 5,057

Média 1,475 2,146 5,026

Desvio Padrao (DP) 0,024 0,057 0,029

DPR % 0,014 0,033 0,017

Limite de confianca 0,173 0,419 0,214
Intervalo de Confianga 1,475 = 0,17 2,146 = 0,42 5,026 + 0,21

% RECUP. 1 98,098 103,334 97,159

% RECUP 2 95,275 101,448 97,521

% RECUP. 3 97,808 98,034 98,269

Média % 97,060 100,939 97,650
Média Total % 98,550
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3.2.6 Seletividade

Para a avaliacdo da seletividade foi utilizada uma
preparacdo do polissacarideo retirado da etapa de puri-
ficacdo denominada Amostra 5, para avaliar o quanto o
método é capaz de diferenciar a manosamina-6-fosfato
dos demais componentes da matriz.

Como objetivo de verificar a relagdo existente entre
a seletividade e a concentracdo de manosamina-6-fosfato
foram preparadas 3 diferentes dilui¢des e para cada dilui-
¢do foram feitas 3 injegdes no cromatégrafo. Esta relacdo
é demonstrada na figura abaixo.

~41 -PSA 26102007 AS11 CURVA 1 #1 [modified by hplc] CD_1 E
2 -PSA26102007 AS11 CURVA1#4 2 CD_R E

3 - PSA 26102007 AS11_CURVA 1 #9 [modified by hplc] CD_1 E
pC

45,0

30,04
20,0

10,0 I\

I
f\
5 ) /H\L@A.msm.msp-a,ssr

min
5.0 T T T T T T T

0,0 1.3 2,5 3.8 5.0 6,3 75 8.8 10,0

Figura 10. Cromatograma mostrando a relagao existente entre a seletividade e a
concentracdo de manosamina-6-fosfato. Em preto corresponde a uma concentragédo
de 0,625 ug/mL de manosamina-6-fosfato. Em rosa de 1,25ug/mL e em laranja de
5,00ug/mL.

DISCUSSAO

4.1. Método espectrofotométrico

4.1.1. Linearidade e avaliacdo da homocedasticidade

Na tabela 2 se encontra a média das abasorbancias
em dias diferentes, nao observando valor aberrante para
este parametro. 0 método demonstrou ser homocedastico,
pois foi encontrado valor de Cockran menor que o tabela-
do. Sendo assim, a curva de calibracdo pode ser calculada
pelo método dos minimos quadrados.

Apbs a construcao da curva de calibracdo foi obser-
vado que o coeficiente de correlacdo (r) foi de 0,9946,
possuindo uma variagdo maior que 0,001, nao sendo sa-
tisfatorio para linearidade.

De acordo com a tabela 3 pode-se afirmar que o
DPR ndo foi satisfatorio para as amostras 3 e 4, pois
o valor para o desvio padrdo relativo (DPR) ndo deve
passar de 5%. E que nao se observou nenhum valor aber-
rante, pois os resultados de Grubbs foram menores que
o tabelado (1,155) para n=3, namero de replicatas em
cada amostra.

0 percentual de recuperagdo nao se encontra dentro
do faixa aceitavel de 95-105%, tabela 5, para os resulta-
dos individuais e de 98-102% para a média dos resultados,
demonstrando que o método é pouco exato. Esta baixa
recuperacao pode ser explicada devido as dificuldades du-

rante a analise como homogeneidade da temperatura nas
cavidades do termobloco.

A seletividade do método espectrofotométrico nédo é
aplicada ja que é uma metodologia tradicional preconiza-
da pela Organizacao Mundial de Sadde e Farmacopéia 52
edicdo.

4.2. Método cromatografico

Foi utilizada a coluna Carbopac PA10, coluna tradi-
cionalmente usada para a separacdo de aglcares neutros.
A coluna AS11 é utilizada tradicionalmente para a separa-
cdo de anions inorganicos. 0 pKa da manosamina fosfato é
préximo ao do acido fosférico, possibilitando o uso dessa
coluna. Em conjunto com a coluna analitica CarboPac 10
foram utilizadas pré-colunas borato trap e amino trap,
como eluente isocratico acetato de sédio 100mM e NaOH
100mM.

Obteve-se um perfil cromatografico ndo satisfatério,
pois ha detec¢ao de interferentes que com a coluna ana-
litica AS 11, pré-coluna ion Pac AG11 e eluente isocratico
NaOH 11mM isto ndo é mostrado, designando esta coluna
para a melhor separacdo cromatografica para manosami-
na-6-fosfato, Figura 07.

Apoés a escolha da coluna AS 11 foi estabelecido
o intervalo de concentracao para avaliacao da lineari-
dade de 0,625pg/mL a 10,0ug/mL de manosamina6-
-fosfato, ja que a linearidade do método foi perdida
com a adicdo do ponto na concentracdo de 20,0ug/
mL apresentando coeficiente de correlacdo menor que
0,999, figura 4.

Na tabela 6, encontra-se a média das areas em dias
diferentes e os parametros avaliados mostrando que o mé-
todo é homocedastico. A curva de calibracdo foi calculada
pelo método dos minimos quadrados pois foi encontrado
valor de Cockran menor que o tabelado. Ndo se observa
valor aberrante para este parametro. O coeficiente de cor-
relacdo foi satisfatorio apresentando valor de 0,999 para
as trés curvas de calibracdo.

Pode-se observar que para o parametro de precisao,
o DPR foi satisfatério para todas as amostras. Nao foi
observado nenhum valor aberrante segundo o teste de
Grubbs.

0 percentual de recuperacao encontra-se dentro do
faixa aceitavel de 95-105% para os resultados individuais
e de 98-102% para a média dos resultados, demonstrando
que o método é exato.

A seletividade de um procedimento analitico é de-
terminada através da analise de amostras em misturas
complexas, sem a interferéncia de outros componentes da
amostra

0 método demonstrou ser especifico para a substan-
cia em questdo, pois detectou o pico de manosamina6-
-fosfato sem algum interferente, em tempo de retencdo
compativel com o tempo encontrado para os padroes
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CONCLUSAO

Diante da avaliacdo dos resultados obtidos esta-
tisticamente sugere-se que o método cromatografico é
0 mais seguro para determinar manosamina-6-fosfato,
pois os desvios padrdes sao menores que 5%, valor de
intercepto dentro do intervalo de confianca mostrando
que o mesmo trabalha apenas com erros aleatérios. O
percentual de recuperacdo estd entre 98-102% e apre-
sentou boa seletividade, pois determinou a substéncia
de interesse na presenca de outros interferentes. Ja o
método espectrofotométrico, sequindo os procedimen-
tos de Chen, apesar de recomendada pela Organizacao
Mundial de Salde e Farmacopéia Européia 52 edicdo,
ndo foi a melhor metodologia mais indicada para a
quantificacdo de fosforo, em nosso laboratdrio, por
apresentar uma série de dificuldades durante a analise.
Tais elas sdo: Problemas na digestdo das amostras devi-
do as variacdes de temperatura nas cavidades do termo-
bloco durante todo o tempo de 4 horas e que a mesma
deveria ser constante com o passar do tempo. Para
analise de rotina ndo seria de melhor escolha devido o
tempo gasto para obter a concentracdo final do analito
e os resultados estatisticos ndo foram satisfatérios em
relacdo ao percentual de recuperacdo e coeficiente de
correlacao.

Para que a metodologia cromatografica seja implan-
tada realmente se faz necessario prosseguir com o estudo
de validacao dando continuidade nos experimentos esta-
belecidos pelas normas vigentes.
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INTRODUCAO

0 termo neoplasia é originario do grego neo, que
significa novo, e plasia, algo formado e é usado como
sindbnimo para todo o crescimento celular anormal. Esta
anomalia da multiplicacdo celular (malignidade celular)
tem como caracteristica principal o crescimento desorde-
nado de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo
espalhar-se (metdstases) para outras regides do corpo.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser mui-
to agressivas e incontrolaveis, determinando a formacdo
de tumores (acimulo de células cancerosas) ou neoplasias
malignas (16). Por outro lado, um tumor benigno signi-
fica simplesmente uma massa localizada de células que
se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu
tecido original, raramente constituindo um risco de morte
(12).

Segundo Chu & Sartorelli (2005), a incidéncia, a
distribuicao geografica e o comportamento de tipos espe-
cificos de cancer estdo relacionados a maltiplos fatores,
tais como sexo, idade, raga, predisposicdo genética e a
exposicao a carcindégenos ambientais.

Estatisticamente, em pesquisa realizada pela Orga-
nizacdo Mundial de Saidde, o cdncer é a terceira causa
de 6bitos no mundo com 12%, matando cerca de 6,0 mi-
Llhdes de pessoas por ano. Atualmente, é a segunda causa
de mortes por doenca no Brasil estimando-se em 2002,
337.535 casos novos e 122.600 obitos (3).

0 controle do cancer pode ser obtido por meio de
detecgdo precoce e terapéutica cirirgica e/ou quimiote-
rapia; quando detectadas em sua fase inicial é potencial-
mente curavel, dai a importdncia da vigilancia a salde
para deteccdo precoce. E importante neste processo iden-
tificar as pessoas com risco aumentado de desenvolver

cancer como conseqiiéncia da exposi¢ao a fatores ambien-
tais bem como devido a fatores predisponentes individu-
ais (por exemplo: albinismo e céncer de pele) (16).

Existem trés tipos principais de tratamento para o
cancer: cirurgia, radioterapia e quimioterapia (8).

A quimioterapia antineoplasica é uma modalidade de
tratamento sistémico que consiste na utilizacao de agen-
tes quimicos, isolados ou em combinacao com o objetivo
de tratar tumores malignos. Atualmente, a poliquimiote-
rapia (Tabela 1 na pagina seguinte) é utilizada em subs-
tituicdo ao uso de um Gnico agente antineoplasico, uma
vez que possibilita uma melhor resposta do tumor ao tra-
tamento e possui vantagens diversas, tais como: retardo
da resisténcia tumoral e a possibilidade de administracdo
de doses menores decorrentes do sinergismo que ocorre
entre os diferentes farmacos, o que diminui a toxicidade
celular (22).

0 principal objetivo de qualquer esquema emprega-
do no tratamento do cancer é procurar proporcionar uma
quantidade de farmaco suficiente as células tumorais por
um tempo suficiente para obter uma destruicdo razoavel
dessas células e evitar que o tratamento adquira toxicida-
de (16).

Nove farmacos citostaticos e duas combinacdes qui-
mioterapicas foram incluidas pela International Agency
for the Research on Cancer (IARC) no grupo 1 (acdo car-
cinbgena aos seres humanos); doze agentes sdo classifi-
cados como provaveis (Grupo 2A) e nove possiveis (grupo
2B) carcin6genos para humanos. Entre os doze agentes
constituintes do grupo 1 encontra-se a ciclofosfamida.
Além disso, muitos desses farmacos sdo teratogénicos e
mutagénicos para humanos. Tendo como base o conheci-
mento cientifico atual, ndo se pode ajustar nenhum nivel
seguro de exposi¢do a tais agentes (12).
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Tabela 1. Neoplasias malignas responsivas a quimioterapia (6)

Tratamento atual de escolha

Outros farmacos valiosos

Diagnéstico

Carcinoma de mama

(1) Quimioterapia adjuvante ou tamoxifeno
apos cirurgia de mama primaria
(2) Poliquimioterapia ou manipulagao hormonal
para cada recidiva tardia

ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina,
metotrexato, fluorouracil, paclitaxel,
mitoxantrona, prednisona’,megestrol,
androgénios’, aminoglutetimida, trastuzumab

Carcinoma de colo uterino

Radioterapia mais cisplatina (localizado),
cisplatina, carboplatina (metastéatico)

lomustina, ciclofosfamida, doxorrubicina,
metotrexato, mitomicina, bleomicina, vincristina,
interferon, acido 13-cis-retindico

Carcinoma de pulmao

Cisplatina mais taxano

metotrexato, vincristina, vimblastina,
doxorrubicina, mitomicina C

Carcinoma de prostata o
androgénios

Agonista do GnRH mais antagonista dos

aminoglutetimida, doxorrubicina, cisplatina,
prednisona’', estramustina, fluorouracil,
progestinas, suramina?

Carcinoma do estdbmago

fluorouracil mais cisplatina

hidroxiuréia, lomustina

Outros sarcomas

doxorrubicina mais decarbazina

metotrexato, dactinomicina, ifosfamida mais
mesna,'vincristina, vimblastina

' Farmaco de suporte, ndo-oncolitico;

2 Farmaco em fase de investigacdo. Tratamento disponivel através de pesquisadores qualificados e centros autorizados pelo National Cancer Intitute and Cooperative Oricology

Groups.

A quimioterapia antineoplasica tem como fator limi-
tante a toxicidade dos farmacos em tecidos sadios, espe-
cialmente os que tém taxa de proliferacdo rapida, como a
medula 6ssea, epitélio gastrintestinal, foliculos pilosos da
pele e epitélio germinativo. Por este motivo os efeitos ad-
versos mais freqgiientes incluem mielossupressao, nausea,
vomito, diarréia, alopecia e diminuicdo da fertilidade. As
substancias quimicas antineoplasicas mais efetivas pro-
movem experiéncias traumaticas para pacientes tratados
e com varios sintomas de toxicidade direta. Tais agentes
podem ainda promover o aparecimento de cancer secun-
dario apés cessado o tratamento quimioterapico, pois
muitos sdao mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos
em varios sistemas experimentais em humanos (10) (9)
(17) (5).

A ciclofosfamida (CF) é um pré-farmaco e é utili-
zada no tratamento de diversos tipos de cancer, isolada
ou em combinacdo com outros farmacos antineoplasicos.
Este farmaco é ainda considerado como um modelo de
indicador de exposicdo durante o trabalho com farmacos
antineoplasicos (24).

A ifosfamida (IF) é um analogo estrutural da CF
possuindo atividade alquilante ap6s ativagdo enzimatica.
Apesar da ifosfamida apresentar carcinogenicidade em
animais, ndo ha evidencias desta propriedade em huma-
nos sendo assim classificada pela IARC como constituinte
do grupo 3. Entretanto, devido a sua semelhanca estrutu-
ral com a CF a IF pode ser considerada como um suspeito
carcindgeno (27).

A doxorrubicina (DOX0) é um antibidtico citotéxico
do grupo das antraciclinas, isolado a partir de culturas
de Sreptomyces peucetius e, presume-se que este farmaco
se ligue a acidos nucléicos por intercalacdo especifica no
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nicleo planar da antraciclina com a dupla hélice do DNA.
De acordo com a IARC, os derivados de antraciclinas sao
provavelmente carcindgenos para humanos, sendo classi-
ficado no grupo 2 A isto &, suficientes evidéncias de carci-
nogenicidade em animais mas, insuficientes em humanos
(28)

Os antimetabélitos disfarcados como construtores
de DNA e outros componentes vitais as célula impedem
que o DNA se replique adequadamente levando a morte
celular. (20). A 5-fluoruracila (5-FU) pertencente a classe
dos antimetabélitos, e age bloqueando a sintese de ti-
midina com acdo especifica na fase S do ciclo de divisdo
celular (2).

0 metotrexato € um analogo estrutural do acido
folico utilizado na terapia de tumores e leucemias. Re-
centemente esta sendo utilizado como agente imunossu-
pressor em transplantes de 6rgaos, tratamento de doencas
auto-imunes e na terapia contra asma crénica (23). Atua
inibindo a diidrofolato redutase, enzima necessaria para
a sintese de nucleotideos e aminoacidos. Assim, reduz a
sintese de DNA, inibe a mitose e a proliferacdo de células
de divisdo rapida, como sdo as da epiderme e da medula
6ssea (15).

E recomendado que alguns destes farmacos sejam
monitorados, sob o ponto de vista toxicoldgico, especial-
mente aqueles que estdo classificados como carcinégenos.
Por outro lado, outros farmacos também podem ser moni-
torizados dependendo da freqiiéncia e da dose em que sdo
utilizados (29).

No ambito ocupacional, durante a fase de prepara-
cdo dos farmacos algumas operacdes sdo particularmente
de risco: a abertura da ampola, a extracdo da agulha do
frasco (pode formar aerossol), a expulsao de ar da serin-



ga, a transferéncia do farmaco de um frasco a outro ou a
uma bolsa de infusdo por meio da seringa ou agulha e o
descarte incorreto do frasco parcialmente utilizado. Na
fase de administracdo do farmaco, a exposicdao pode ser
verificada durante a sua insercao no defluxor e/ou durante
a expulsdo do ar da seringa, por formacdo de aerossol ou
por contato cutdneo direto (4).

Os farmacos antineoplasicos podem ser absorvidos
pela inalacdo dos aerossbis formados e dispersos no am-
biente de trabalho e através da via dérmica, que é consi-
derada uma das principais vias de introducdo, pelo contato
prolongado com superficies e/ou indumentérias contami-
nadas. Tratando-se de farmacos dotados de acdo genoto-
xica, ndo é possivel estabelecer uma relacdo dose-efeito,
porém é notorio que a exposicao dos trabalhadores, mesmo
em baixas doses, é considerada indevida (1).

A contaminacdo por CF foi detectada em ambien-
tes hospitalares como, por exemplo, em farmacias e em
setores que manipulam farmacos antineoplasicos. “Wipe
sampling” é uma maneira comum de monitorar superficies
contaminadas. Um grande ndmero de métodos, utilizando
“wipe sampling”, est4 sendo utilizado e a CF foi detectada
como um contaminante de superficies em varios locais de
trabalho onde esta foi investigada. Os “pads” sdo também
bastante utilizados para a monitorizacdo de exposicao.
Estes sdo tecidos semelhantes a gaze colocados sobre e
sob as vestimentas, para verificar a possivel contaminacao
de zonas especificas do corpo do trabalhador (24).

A determinacdo dos farmacos antineoplasicos em
diferentes matrizes requer métodos validados principal-
mente quanto ao limite de deteccdo e quantificacdo, ja
que a exposicao, algumas vezes, é a baixas concentragoes
(26) (4). A maioria dos métodos para a determinagdo dos
antineoplasicos ainda ndo estd validada adequadamente
(28). E, ainda, poucos farmacos tém sido monitorados
apesar do protocolo de tratamento quimioterapico estar
em constante evolucao.

Larson, Khazaeli & Dilon (2002) sugerem que o
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia pode
ser utilizado para a determinacdo de antineoplasicos em
amostras wipe test. Paralelo a isto, Larson et al. (2003)
discutem a existéncia de numerosos métodos para a de-
teccdo e a quantificacdo de farmacos antineoplasicos,
todavia, sendo a maioria destes, capaz de analisar o far-
maco isoladamente, sendo reduzido o nimero de métodos
eficientes para a determinacdo simulténea destes agentes,
caracteristica esta importante analiticamente em vista da
crescente utilizacdo da terapia combinada para o trata-
mento do cancer.

Esses mesmos autores desenvolveram um método
de determinacdo simultdnea para cinco antineoplasicos
(5-FU, CF, IF,DOXO0 e paclitaxel (taxol)), por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Com eluicdo gradiente,
houve separacdo cromatografica e os limites de deteccao

(LD) obtidos foram para 5-FU, CF, IF e DOXO de aproxima-
damente 0,5 pg/mL e para o paclitaxel de 2 pg/mL (13).

Minoia et al (1998) determinaram por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-MS/MS) e utilizando solu¢ao de acetato de
etila para limpeza da superficie de trabalho, CF, em filtros
de ar, e IF em “wipe sampling”, “pads” e luvas. Obtiveram,
respectivamente, LD de 2 ng/m? de filtros e 1 ng/dm? de
“wipe sampling” e “pads” e 0,02 pg/ par de luva.

Schumaus et al. (2002) analisaram simultaneamente
CF e IF em “wipe sampling” por cromatografia gasosa aco-
plada a espectrometria de massas (CG-MS/MS) utilizando
30 mL de acetato de etila para extracdo de filtros de ar e
obtiveram recuperacdo de 60 a 100% para os analitos.

McDevitt, Lees & Mcdiarmid (1993) utilizaram solu-
cao de metanol: agua (40: 60) na extracdo de CF de filtros
de ar e “wipe sampling” e analisando as amostras por
CLAE-UV, conseguindo LD de 0,06-03 pg/m* em amostras
de ar e 0,003-0,025 pg/cm? em amostras de superficies de
100-900 cm?.

Na determinacdo de MTX e 5-FU por CLAE-UV, Ses-
sink et al. (1992) utilizaram solucdo de NaOH 0,03 M e
obtiveram como LD para a 5-FU um valor de 0,1 ng/cm?
de “wipe sampling” colocados no chdo, 0,04 ng/cm?em
“wipe sampling” dispostos sobre a superficie de trabalho,
0,3 pug em “wipe sampling” em pisos e embalagens dos
farmacos e 0,7 pg/par de luva analizado. Para o MTX
obteve-se limites de deteccdo maiores, de 1,0 ng/cm? de
“wipe sampling” colocados no piso e 4,0 ng/cm?em “wipe
sampling” dispostos sobre a superficie de trabalho, 3 pg
em “wipe sampling” colocados nas embalagens dos farma-
cos e 6 pg/par de luva analisado.

Connor et al. (1999) também utilizaram solucao de
NaOH 0,03 M para limpeza de superficie e detec¢ao de CF,
IF, por cromatografia gasosa com espectrémetro de massa
(CG-MS/MS) obtiveram limite de deteccdo de 0,1 ng/mL
de extrato para os dois analitos e na determinacdo de
5-FU por CLAE-UV, obteve-se limite de deteccdo de 20 ng/
mL de extrato.

A partir da revisao da literatura foi possivel observar
que é crescente a utilizacdo de farmacos antineoplasicos
na pratica clinica e, em terapia combinada entre duas ou
mais destas substancias quimicas. Em contrapartida, isto
constitui importante risco quimico tanto para os pacien-
tes, pois podem levar a uma neoplasia secundaria, quanto
para o pessoal envolvido no preparo e na administracdo
destas substancias aos pacientes com cancer.

Assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver,
otimizar e validar método analitico para a determinacdo
simultanea dos farmacos antineoplasicos doxorrubicina,
ciclofosfamida, 5-fluoruracila, ifosfamida e metotrexato
em matrizes ndo bioldgicas (superficies) visando sua apli-
cacao na avaliacdo da exposicao ocupacional e ambiental
a tais agentes.
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MATERIAL E METODO

2.1. REAGENTES SOLVENTES E APARELHAGEM

Para o desenvolvimento do método utilizamos pa-
drdes dos farmacos, 5-fluoruracila e metotrexato (Aldri-
ch®), doxorrubicina (Adriblastina®), ciclofosfamida (En-
doxan®) e ifosfamida (Holoxan®). Os padrdes foram re-
constituidos em metanol numa solucao de trabalho na
concentracao 1g/L, a partir da qual foram preparadas
novas concentra¢des da faixa analitica.

0 equipamento analitico utilizado foi o cromatdgra-
fo a liquido da Shimadzu® 10AVp, com detector de UV e
DAD, forno com controle de temperatura e inje¢do auto-
matica com loop maximo de 50pL.

Na otimizacdo da técnica cromatografica testamos
diversos reagentes, acetonitrila (ACN), metanol (MeOH)
e acetato de etila (grau HPLC), n-hexano (grau residuo),
isopropanol, diclorometano, hidréxido de sédio (NaOH)
0,03M. Fases mdveis com diversas contituicdes e pro-
porcdes: Agua: metanol(MeOH) (80:20), Tampdo acetato
de aménio 10mM: acetonitrila(ACN): MeOH (70:15:15),
Agua: MeOH: ACN (70:15:15); (55:15:30); (35:25:40);
(35:15:50); (65:15:20); (70:10:20); (35:15:50) com pH
variando de 3 a 6. Fluxos isocraticos de 0,5 e 0,7 mL/
minuto, e diferentes gradientes de vazdo da fase movel,
0,4 mL/min até 10 min e apds 0,9 mL/min, 0,4 mL/min
até 13 min e apds 1,0 mL/min, 0,5 mL/min até 7 min e
ap6s 0,9 mL/min. Colunas cromatograficas da Shim-pak®
CLC-ODS(M) (250 mm x 4,6mm, 5um) e SupelcosilTM
LC-18 (150mm x 4,6mm,5um). Temperatura do forno va-
riando em 35°C, 40°C e a temperatura ambiente. Utiliza-
mos para filtracdo da superficie de limpeza NaOH 0,03M
filtro de solvente aquoso Millipore® GSWPO 1300 (0,22 um
x 13 mm).

2.2. METODOS

Desenvolvemos a principio uma técnica de extracao
liquido-liquido para a extragdo dos analitos do liquido de
limpeza das superficies, a qual denominamos de matriz.
Posteriormente buscando maior concentracdo dos analitos
e diminuicdes dos custos desenvolvemos a injecdo direta
da matriz.

Testamos para a extracao liquido-liquido dos analitos
NaOH 0,03M (liquido de limpeza de superficies utilizado
por Sessink et al. (2003) (1992) e Connor et al. (1999))
ajustada em pH 3 a 9. Utilizando solventes extratores
isolados, acetato de etila, n-Hexano e diclorometano, e
misturas de solventes, tampao fosfato 10mM pH 4,0 +
acetato de etila (1+5), tampdo fosfato 10mM pH 7,0 +
acetato de etila (1+5), tampao fosfato 10mM pH 8,0 +
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acetato de etila (1+5), acetato de etila: isopropanol (10:
1) e (7: 3), como liquido extrator. Apos varios testes, a
técnica de extracdo dos cinco analitos otimizada esta
descrita a sequir:

Em um tubo de extracao (15 mL), colocou-se 1 mL
de solucdo NaOH 0,03 M fortificada com CF, DOXO, IF, 5-FU
e MTX, na concentracdo de 20ug/mL e ajustada a pH 4.
Adicionou-se 2,5 mL da mistura extratora acetato de eti-
la: isopropanol (7: 3). Em seguida, o tubo foi agitado no
vortex por 2,5 minutos havendo entdo separacdo das fases
organica e inorganica. A fase organica foi entdo transfe-
rida para um béquer afunilado enquanto a fase aquosa
passou por mais um processo de extracdo adicionando-se
a ela, outra aliquota de 2,5 mL de mistura extratora e
agitacdo por 2,5 minutos. No final foi desprezada a fase
aquosa. A fase organica resultante das extracdes foi entdo
levada a secura em N,. O residuo foi ressuspenso em 200
pL de fase movel e 50 plL foram injetados para analise no
cromatégrafo.

Testou-se também a injecdo direta da matriz (NaOH
0,003M como liquido de limpeza de superficies) contami-
nada com os analitos. Foi avaliado ajuste de pH com HCl
0,1M para 4 e 8, filtracdo em filtro de solvente aquoso
Millipore® GSWPO 1300 (0,22 pm x 13mm) e 50uL foram
diretamente injetados no CLAE. Um outro liquido, todavia
orgdnico, constituido de acetonitrila: metanol (50: 50)
foi testado, podendo ser utilizado para a limpeza das su-
perficies. Como esse ja apresentava pH acido, em torno de
5,5, foi fortificado diretamente com os analitos, seco sob
nitrogénio, ressuspenso em fase movel e injetou-se 50pL
no cromatdgrafo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as condicdes testadas as consideradas satis-
fatorias para a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram: comprimento de onda de 195
nm; coluna Shim-Pak®CLC-ODS(M) C18 (250 mm x 4,6mm,
5um); temperatura ambiente (21°C); fase movel consti-
tuida de agua pH 4,0: metanol: acetonitrila (70:13:17) e
gradiente de vazdo de 0,4 mL/min até 13 min e apds 1mL/
min obtendo tempo de corrida de 31 min para os cinco
analitos.

Para comprovacdo de que estas foram condicoes
otimizadas para os analitos, aplicou-se os parametros
de conformidade do sistema (ndmero de pratos teoricos,
resolucdo, assimetria 10% e fator de capacidade) no cro-
matograma obtido com os cinco analitos nestas condigdes
(Figura 1, Figura 2 e Tabela 2). A seletividade da técnica
pode ser comprovada comparando a Figura 2b com a Fi-
gura 2a, que representa a injecao de fase movel onde nao
se observa picos interferentes no tempo de retencao dos
analitos.



Figura 1. Cromatogramas obtidos a partir da injecao da fase mével constituida de agua
pH 4,0: metanol: acatonitrila (70: 13: 17).
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Figura 2. Cromatograma do sistema obtidos com os analitos 5-fluoruracila (5-FU) e me-
totrexato (MTX) na concentracdo de 5 ug/mL e ifosfamida (IF), doxorrubicina (DOXO),
ciclofosfamida (CF) na concentragdo de 100 ug/mL identificados por CLAE-UV nas
condicdes otimizadas.

0 parametro resolucdo foi calculado em relacdo aos
picos a esquerda de cada analito, o que justifica o valor
zero para os analitos 5-FU e IF, conforme pode ser obser-
vado na tabela 2.

Dentre as condicdes testadas com a extracdo liqui-
do-liquido, a que extraiu os cinco analitos na concentra-
¢do de 20 pg/mL e com resolucdo dos picos satisfatérios
foi a mistura extratora acetato de etila: isopropanol (7: 3)
com ajuste de pH da matriz para 4, obtendo-se as sequin-
tes porcentagens de recuperagdo, em triplicata, para os
analitos: CF 103%, DOXO 119%, IF 79%, 5-FU 88% e MTX
112%.

Resultados satisfatorios foram obtidos para a extra-
cdo liquido-liquido, no entanto esta nao foi validada devi-
do ao desenvolvimento simultaneo da técnica de injecao
direta que requer menor custo e de rapida execucao.

Na técnica de injecao direta testou-se uma matriz
aquosa, NaOH, e uma matriz organica, acetonitrila: me-
tanol (50: 50), como liquido de limpeza de superficies.
Dentre elas foi obtido melhor resultado de separacdo dos
analitos MTX e 5-FU com a matriz organica.

Estudos feitos por Larson et al. (2003) para a ava-
liacdo da contaminagdo de superficies demontrou que a
melhor solucdo para extragdo dos analitos foi a mistura de
10% acetonitrila 25% de metanol e 65% de agua milli-Q
tamponada para pH 6,0. 4 mL desta mistura era adiciona-
das a filtros de ar e extraidas por agitacdo por 30 minutos,
resultando em porcentagem de extracdo dos analitos de
100% para CF, IF, 5-FU e paclitaxel e 60% para DOXO.
McDevitt et al. 1999 utilizaram solucdo de metanol e agua
(40:60) para extrair seus analitos de filtros de ar. Minoia
et al (1998) e Schumaus et al (2002) utilizam acetato
de etila para extracdo dos analitos de “wipe sampling” e
filtros de ar.

Para determinar o efeito das matrizes, aquosa ou
organica, no desenvolvimento do método comparou-se es-
tatisticamente a curva de calibracdo dos analitos extraidos
de sua matriz (acetonitrila: metanol (50: 50)) com a curva
dos analitos puros (secos e ressuspensos em fase movel).
As curvas foram construidas com as médias das areas das
sextuplicatas das 6 concentracgdes. O teste estatistico utili-
zado foi o teste “t” (com 95% de confianga) cujo objetivo
é testar a igualdade entre duas médias, no caso, a média
dos valores dos coeficientes angulares (a) e lineares (b).
Conforme pode ser observado na Tabela 3, para os farmacos
MTX e 5-FU, os valores de p foram menores que 0,05, de-
monstrando assim diferenca estatisticamente significativa
entre os coeficientes angulares das retas. Isso evidencia
que a natureza da matriz, aquosa ou organica, interfere nos
resultados obitidos. Em vista da maior possibilidade de con-
centracdo dos analitos e obtencdao de melhores resultados,
em termos de deteccdo dos analitos, quando comparado
a outros métodos com utilizacdo de matrizes aquosas,
optou-se por utilizar a matriz organica para a determinacao
simultanea dos analitos e validacdo do método.

Tabela 2. Parametros de conformidade do sistema* obtidos com os analitos 5-fluoruracila (5-FU) e metotrexato (MTX)
na concentracdo de 5 pg/mL e ifosfamida (IF), doxorrubicina (DOX0), ciclofosfamida (CF) na concentracdo de 100 pg/
mL identificados por CLAE-UV nas condi¢des otimizadas.

Analitos Tempo retencéo Pratos tedricos Resolucao Assimetria Fator de capacidade
(N) (Rs) M (LY
5-FU 7,8 3456 0,0 1,4 6,8
MTX 9,4 3388 2,6 2,1 8,4
IF 26,1 27719 0,0 1,1 25,1
DOXO 271 28566 1,6 1,1 26,9
CF 28,9 26807 2,7 1,2 27,9

*Valores de referéncia: N >2000; Rs >2; 0,5<T<2; k > 2 (21).
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Tabela 3. Comparacdo entre os coeficientes angulares das retas obtidas para os farmacos antineoplasicos diluidos em

diferentes matrizes.

Coeficiente angular

Coeficiente angular

RTEED Matriz aquosa Matriz organica kT e
metotrexato 838,1 521,66 0,0178
5- fluoruracila 532241 299408 0,0463
doxorrubicina 50639 51983 0,8772
ciclofosfamida 10692 11559 0,3482
ifosfamida 10991 12821 0,0885

* teste t, 95% de confianca

A seletividade da técnica com auséncia picos inter-
ferentes nos tempos de retencdo dos analitos e a resolu-
¢do dos picos podem ser observado nos cromatogramas
representados na Figura 3 e 4 respectivamente. Uma vez
que esta foi a condicdo considerada satisfatoria e mais
rapida execucdo que a extracdo liquido-liquido optou-se
por validar o método utilizando-a.

Figura 3. Cromatograma do branco de extracdo da injecdo direta da Matriz ACN:
MeOH(50:50).
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Figura 4. Cromatograma da injecao direta da matriz ACN: MeOH(50: 50) obtidos com
os analitos 5-fluoruracila (5-FU) e metotrexato (MTX) na concentracdo de 10 ug/mL e
ifosfamida (IF), doxorrubicina (DOXO0), ciclofosfamida (CF) na concentragao de 20 ug/
mL identificados por CLAE-UV nas condicdes otimizadas.

Para o estudo de linearidade foi realizada a conta-
minacdo da matriz acetonitrila: metanol (50: 50) com
os analitos CF, DOXO, 5-FU, IF e MTX. Devido a maior
resposta no detector UV os analitos 5-FU e MTX foram es-
tudados no intervalo de 0,25 a 10 pug/mL e CF, DOXO e IF
contemplando o intervalo de 0,5 a 20 pg/mL. Obtivemos
para os cinco analitos valores satisfatorios de coeficien-
te de correlacdo linear que podem ser observados nas
Figuras 5 e 6. Este parametro permite uma estimativa
da qualidade da curva obtida, pois quanto mais proxi-
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mo de 1,0, menor a dispersdao do conjunto de pontos
experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de
regressdo estimados.

0 limite de deteccdo (LD) e quantificacao (LQ) para
os analitos estudados foram determinados a partir da cur-
va analitica em que os valores do desvio padrdo do branco
(DP) e o coeficiente angular da curva (b) sao inseridos
na férmula LD = (DP x 3)/ b calculando-se assim o limite
de deteccdo, e o limite de quantificacdo, determinado

y = 597902x + 6698,4

5-fluoruracila
a) 2>
R® = 0,9999

7.000.000
6.000.000
5.000.000
4.000.000
3.000.000
2.000.000
1.000.000

Area

o 2 4 6 8 10 12
Concentragao (ug/mL)

b) Metotrexato
y =417030x - 39640

R? = 0,9998
9.000.000
8.000.000
7.000.000
6.000.000
5.000.000
4.000.000
3.000.000
2.000.000
1.000.000

O 1

o 5 10 15 20 25

Concentracao (ng/mL)

Area

C) Ifosfamida

y = 12890x - 4295,5
300.000 R? = 0,9986
250.000
200.000

150.000

Area

100.000
50.000

0 + d
(o] 5 10 15 20 25

Concentragao (ug/mL)

Figura 5. Gréaficos de linearidade obtidos com a injecado direta da matriz acetonitrila:metanol
(50:50) em sextuplicata para os analitos 5-FU (a) e MTX (b) contemplando o intervalo de 0,25 a
10pg/mL e IF (c), contemplando o intervalo de 0,5 a 20ug/mL.



a) Doxorrubicina
y =51904x - 12814
1.200.000 Re = 0.9997
1.000.000
g 800.000
.E 600.000
400.000
200.000
o 1
o 5 10 15 20 25
Concentragao (ug/mL)
b) Ciclofosfamida y = 11413x - 6341,3
R2 = 0,9974
250.000
200.000
[
§ 150.000
< 100.000
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o
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Figura 6. Graficos de linearidade obtidos com a injecdo direta da matriz acetonitrila:metanol
(50:50) em sextuplicata para os analitos DOX0 (a) e CF (b) contemplando o intervalo de 0,5 a
20ug/mL.

seguindo o mesmo procedimento adotado para o limite de
detecgdo. Sendo que o LQ corresponde a dez vezes o des-
vio padrdo do branco (LQ = (DP x 10)/ b). Os resultados
obtidos podem ser observados na Tabela 3.

Larson et al. (2003) desenvolveu um método de de-
terminacgdo simultanea para cinco antineoplasico (5-FU,
CF, IF, DOXO e paclitaxel (taxol)), por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) e os limites de deteccao
obtidos pelos autores foram para 5-FU, CF, IF e DOXO,

de aproximadamente 0,5 pg/mL e para o paclitaxel de
2 pug/mL, com um loop de 500 plL, injetava-se no cro-
matografo uma massa de 0,25 ug para 5-FU, CF, IF e
DOX0 e 1 pg para o paclitaxel. 0 método desenvolvido
apresentou menores limites de deteccdo e quantificagao,
contemplando o intervalo de 0,25 a 10ug/mL para 5-FU
e MTX e 0,5 a 20ug/mL para CF, DOX0 e IF e com loop
de 50 pL foram injetados no cromatdgrafo massas dez
e vinte vezes menores para 5-FU, MTX e CF, IF e DOXO
respectivamente. E de grande importancia que métodos
de determinacdo de contaminacdes os LD e LQ sejam os
menores possiveis.

Para determinar a precisdo intra-corrida (repetibili-
dade) foram analisadas a injecdo direta da matriz (aceto-
nitrila: metanol) contaminada com os analitos conforme
estudo da linearidade. Sendo analisadas as concentracdes
1, 5 e 20 ug/mL para CF, IF, e DOX0 e 0,5, 2,5 e 10 pg/
mL para 5-FU e MTX. Cada concentracdo foi analisada em
sextuplicata. Forneceram coeficientes de variacao (CV)
inferiores ou igual a 15% para as concentra¢des baixa,
média e alta para quase todos os cinco analitos; e para o
limite de quantificagdo, os CVs foram menores que 20%,
como demonstrado pela Tabela 4.

A precisdo intercorrida (precisdo intermediaria)
que indica o efeito das variacdes dentro do laboratério
devido a eventos como diferentes dias ou diferentes ana-
listas ou diferentes equipamentos ou uma combinacao
destes fatores, foi conforme a repetibilidade, em tripli-
cata, em dias diferentes (no decorrer de dezessete dias).
Forneceram coeficientes de variagcdo (CV) inferiores ou

Tabela 3. Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) dos analitos ciclofosfamida (CF), doxorrubicina (DOX0), 5-flu-
oruracila (5-FU), Ifosfamida (IF) e metotrexato (MTX) otbidos através da a curva analitica da injecdo direta da matriz

ACN: MeOH (50:50).

Analitos CF DOXO 5-FU IF MTX
LD (ug/mL) 0,03 0,07 0,04 03 0,4
LQ (ug/mL) 0,1 0,2 0,1 0,9 0,1

Tabela 4. Tabela dos coeficientes de variagdo obtidos através da sextuplicata dainjecdo direta da matrizacetonitrila:metanol
(50:50) para os analitos 5-FU e MTX contemplando o intervalo de 0,25 a 10ug/mL e CF, DOXO e IF contemplando o

intervalo de 0,5 a 20ug/mL.

Coeficiente de variacao (%CV)

Concentracao HIE T Concentracao HTEEE
(ug/ml) CF DOXO IF (ug/mL) 5-FU MTX
1 13,3 15,4 14,3 0,5 8,6 8,8
5 71 4,4 14,6 2,5 21 4,3
20 4,3 2,0 5,7 10 3,1 3,2

Infarnma, uat, w172, 2009 17




igual a 15% para as concentracdes baixa, média e alta
para os cinco analitos; e para o limite de quantificacao,
os CVs foram menores que 20%, como demonstrado pela
Tabela 5.

Foi escolhido o método da recuperacdo para deter-
minacdo da exatidao do método devido a dificuldade em
se obter materiais de referéncia certificados. Este método
consiste na fortificacdo de uma quantidade conhecida do
analitos em estudo na matriz pré-determinada. No nosso
caso, a matriz, constituida de acetonitrila: metanol (50:
50). Analisou-se a matriz fortificada com concentra¢des
1, 5 e 20 ug/mL para CF, IF e DOXO e 0,5, 2,5 e 10 ug/
mL para 5-FU e MTX (concentra¢des alta, média e bai-
xa). Foram obtidas assim, a partir da equacdo da reta
das curvas analiticas, as concentracdes experimentais
que foram entdo comparadas as concentracdes tedricas
obtendo-se assim a percentagem de exatiddo para cada
concentragdo. Obtendo-se valores entre 85 e 115% para
as concentragdes altas e médias para todos os analitos,
e para as concentracdes baixas apenas os analitos ciclo-
fosfamida, ifosfamida apresentaram valores maiores que
120% (Tabela 6).

Os valores de LD, LQ, precisdo e exatiddo foram
considerados satisfatorios tendo em vista o desenvol-
vimento de um método de determinacdo simultanea e a
maioria dos métodos similares nao estarem adequada-
mente validados.

Foi realizados testes de estabilidade com a técnica
de injecdo direta da matriz organica acetonitrila: metanol
(50:50) para os cinco analitos, no auto-injetor, freezer e
geladeira.

0 teste de estabilidade no auto-injetor foi reali-
zado injetando-se novamente, ao fim de oito horas de
trabalho, as primeiras amostras, na concentracdo de 2
ug/mL, que foram injetadas no inicio das analises. Este
teste foi feito ja que todas as amostras sdo preparadas
inicialmente e colocadas no auto-injetor. 0 teste visa
entdo verificar se as Gltimas amostras a serem analisa-
das em um somatério de corridas analiticas de duragdo
média total de dez horas nao sofreriam influéncia em
sua constituicao devido as condicdes de armazenagem e
temperatura.

Os testes de estabilidade no freezer e na geladeira
analisam a estabilidade a longo prazo, ou seja, avalia se
as amostras prontas para serem injetadas no CLAE (ja
ressuspensas em fase mével) sofrem alteragdes de suas
propriedades quando armazenas em freezer e em geladeira
durante dezessete dias. Apds uma corrida analitica sdo
guardados “vials” nas concentragdes 5 nug/mL (em tripli-
cata) em freezer e em geladeira. Estes mesmos “vials”,
apo6s dezessete dias, foram entdo injetados novamente e
a area obtida é comparada a area de dezessete dias atras.
Estas amostras foram armazenadas bem fechadas e com
protecao a luz.

Tabela 5. Tabela dos coeficientes de variacdo obtidos com as sextuplicatas da injecdo direta da matriz acetonitrila:metanol
(50:50) para os analitos 5-FU e MTX contemplando o intervalo de 0,25 a 10ug/mL e CF, DOXO e IF contemplando o

intervalo de 0,5 a 20ug/mL.

Coeficiente de variacao (%CV)

Concentragao Analitos Concentragao Analitos
(ug/mL) CF DOXO IF (ug/mL) 5-FU MTX
1 15,3 6,1 9,6 0,5 7.9 7,6
5 3,4 1,8 41 2,5 2,1 1,5
20 1,8 1,7 0,8 10 1,0 1,9

Tabela 6. Valores de exatiddo obtidos através da sextuplicata da injecdo direta da mariz acetonitrila:metanol (50:50)
para os analitos ciclofosfamida (CF), doxorrubicina (DOX0), 5-fluoruracila (5-FU), ifosfamida (IF) e metotrexato (MTX).

% Exatidao

Concentracao HE Concentracao T
(ug/ml) CF DOXO IF (ug/mL) 5-FU MTX
1 1221 110,4 126,3 0,5 118,5 97,2
5 95,1 96,8 101,5 2,5 97,5 100,6
20 101,8 100,2 100,7 10 100,3 100,3
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Com relacdo a estabilidade o metotrexato e a ci-
clofosfamida ndo se mostraram estaveis apos oito dias
guardados em freezer e apds oito dias guardados em
geladeira a 5-fluoruracila e doxorrubicina nao demonstra-

ram estaveis. Apenas a ifosfamida demontrou-se estavel
por oito horas em contato com a fase mével e mantida a
temperatura ambiente, conforme observado na Tabela 7 e
Figuras 7 a 15.

Tabela 7. Dados de estabilidade obtidos com os analitos na concentracdo de 5ug/mL em freezer, geladeira e de 2pg/

mL no auto-injetor.

ANALITO FREEZER GELADEIRA OUTO-INJETOR
5-FU 8 dias < 8dias <8 horas
MTX <8 dias 8 dias <8 horas

IF 17 dias 17 dias estavel
DOXO 17 dias < 8dias <8 horas
CF < 8 dias 8 dias <8 horas

Estabilidade 5-FU em freezer Estabilidade IF em freezer
2.400.000 90.000
L4 80.000
2.200.000 ——— Média —— Meédia
8 2.000.000 — Média + 1 DP g 70000 - — Meédia + 1 DP
a ——— Média + 2 x DP <‘- 60.000 ——— Média + 2 DP
1.800.000 ———Média - 1 DP 50.000 ——— Média - 1 DP
——— Média - 2 DP ——— Média - 2 DP
1.600.000 ! x 40.000 !
1.400.000 -+ 30.000 -+
9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07 9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07
Tempo (dias) Tempo (dias)
Figura 9. Gréficos de estabilidade em freezer da ifosfamida na concentracéao de
Estabilidade 5-FU em geladeira 9 ¢
5ug/mL.
2.850.000
-
——— Média
g 2.350.000 Meédia + 1 DP Estabilidade IF em geladeira
E ——— Média + 2 DP
1.850.000 ——— Meédia - 1 DP 90.000
& - 80.000
- ——— Meédia - 2 x DP Meédia
1.350.000 1 § 70000 . . — Meédia + 1 x DP
9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07 .E 60.000 — Média + 2 x DP
Tempo (dias) 50.000 ——— Média - 1 x DP
——— Média - 2 x DP
40.000
N . - . . 30.000 +
Figura 7. Gréficos de estabilidade em freezer e geladeira da 5-fluoruracila na concen- 9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07
tracdo de 5ug/mL. Tempo (dias)

Estabilidade MTX em freezer
2.500.000
-
2.000.000 —— Média
H ——— Meédia + 1 DP
E 1.500.000 —— Média + 2 DP
——— Média - 1 DP
1.000.000 —— Média - 2 DP
-
500.000 —+
9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07
Tempo (dias)
Estabilidade MTX em geladeira
2.440.000
-
—— Meédia
1.940.000 .
o ——— Meédia + 1 DP
4 — Média + 2 DP
1.440.000 N
< —— Meédia - 1 DP
©40.000 Média - 2 DP
e Série6
440.000 -+ -
©/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07
Tempo (dias)

Figura 10. Gréficos de estabilidade em geladeira da ifosfamida na concentracao de
5ug/mL.

Estabilidade DOXO em freezer
280.000
)
260.000 ——— Média
8 ——— Meédia + 1 x DP
; 240.000 — Meédia + 2x DP
— Meédia - 1 x DP
220.000 — Média - 2 x DP
200.000 —+
©9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07
Tempo (dias)
Estabilidade DOXO em geladeira
280.000
.
260.000 e — Meédia
] fgi
0 ——— Média + 1 x DP
4
§ 240000 ——— Média + 2 x DP
——— Média - 1 x DP
220.000 —— Média - 2 x DP
200.000 +
9/12/07 13/12/07 17/12/07 21/12/07 25/12/07
Tempo (dias)

Figura 8. Gréficos de estabilidade em freezer e geladeira do metotrexato na concen-
tracéo de 5ug/mL.

Figura 11. Gréficos de estabilidade em freezer e geladeira da doxorrubicina na con-
centracao de 5ug/mL.
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Estabilidade CP em freezer

65.000

60.000 -

——— Meédia
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Area
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40.000
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Figura 12. Gréficos de estabilidade em freezer e geladeira da ciclofosfamida na con-
centragao de 5ug/mL.

Estabilidade 5-FU apés 8 horas
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400.000 +

13:00 21:00
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Figura 13. Gréfico de estabilidade no auto-injetor da 5-fluoruracila na concentracéo de
2 pg/mL, apds oito horas de trabalho.
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Figura 14. Gréfico de estabilidade no auto-injetor dos analitos metotrexato (a), ifosfami-

da (b), doxorrubicina (c) na concentragao de 2 ug/mL, apés oito horas de trabalho.
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Estabilidade CP apés 8 horas

25.000

20.000 ——— Média

- ——— Media + 1 x DP

——— Média + 2 x DP

——— Meédia - 1 x DP

10.000 ——— Média - 2 x DP
-

Area

15.000 -

5.000 -+
13:00 21:00

Tempo (horas)

Figura 15. Gréfico de estabilidade no auto-injetor da ciclofosfamida na concentracédo
de 2 ug/mL, apds oito horas de trabalho.

Com os testes de estabilidade pode-se concluir que
na utilizacdo do método desenvolvido as amostras devem
ser analisadas até oito horas ap6s contato com a matriz
organica acetonitrila: metanol (50;50), se mantidas a
temperatura ambiente, ou quando conservadas, esta deve
ser preferencialmente em freezer, onde obtivemos maior
ndmero de analitos conservados por maior tempo.

CONCLUSOES

As condicdes otimizadas para o método analitico
utilizando a cromatografia liquida (CLAE) foram: deteccdo
a 195 nm (UV), coluna Shimpak® CLC-ODS(M) C18 (25 cm
X 4,6 mm, 5um), fase moével constituida de agua pH 4,0:
acetonitrila: metanol (70:17:13, v/v), vazdo de 0,4 mL/
min até 13 minutos e 1 mL/min até o fim da corrida cro-
matografica.

Foram obtidos resultados satisfatérios para a de-
terminacdo simultanea dos farmacos estudados, com a
extragdo liquido-liquido utilizando-se com acetato de eti-
la: isopropanol (7:3), quando se utilizou matriz aquosa
(NaOH) ajustada a pH 4,0, para a limpeza das superficies
de trabalho, como bancada.

Quando foi utilizada a matriz organica, acetoni-
trila: metanol (50:50), para a limpeza de superficies de
trabalho, e a injecdo direta dessa, sem prévia extracdo,
os resultados também foram satisfatorios, em relacdo aos
pardmetros estudados, podendo esse ser utilizado para
aplicagdes em amostras reais.

0 método demonstrou-se linear para a 5-FU e MTX
no intervalo de 0,25 a 10 ug/mL e para DOXO, CF e IF no
intervalo de 0,5 a 20 ug/mL, com coeficientes de corre-
lagdo linear superiores a 0,99. A exatiddo variou de 85 a
120% para quase todos os analitos. A repetibilidade e a
precisdo intermediaria apresentaram coeficientes de va-
riacdo inferiores a 15% para a maioria dos analitos.

0 método validado é rapido, de facil execucao e bai-
X0 custo e pode ser empregado na avaliacdo da exposicdo
ocupacional e ambiental dos farmacos antineoplésicos,
metotrexato, 5-fluoruracila, ifosfamida, doxorrubicina e
ciclofosfamida.
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INTRODUCAO

[...] A Educacdo existe sob tantas formas e é pra-
ticada em situacgdes tao diferentes, que algumas ve-
zes parece ser invisivel, a ndo ser nos lugares onde
pendura alguma placa na porta com o seu nome.
(BRANDAO, 1981, p. 16).

A realizacdo deste estudo decorreu de observagdes
feitas durante os processos de planejamento e de partici-
pacdo nas Campanhas de Educacdo em Sadde e nas discus-
soes sobre a reorientacdo da Farmacia, como estabeleci-
mento de Salde, e do Farmacéutico, enquanto profissional
da Salde, quando atuamos frente as acdes do Nicleo de
Educacdo Permanente (NEP) do Conselho Regional de Far-
macia do Estado de Sdo Paulo (CRF-SP).

Em levantamento feito sobre a histéria da pratica
e do ensino farmacéutico, para posterior publicacdo pelo
CRF-SP, foi possivel observar o movimento e a trajetéria
percorrida pela profissdo, bem como os novos caminhos
que lhe estdo sendo apontados.

A reorientacdo do estabelecimento farmacéutico
para estabelecimento de salde, considerando a Farmacia
como um local ndo apenas de dispensa¢ao de medicamen-
tos, mas também de informagdes e cuidados com a saide,
traz consigo a necessidade de reflexao quanto aos referen-
ciais da pratica farmacéutica, a finalidade deste trabalho,

a natureza e as dimensdes presentes nas atividades que
a compdem (neste trabalho serad considerada a dimensdo
educativa), sua inter-relacdo com outros profissionais e
principalmente com o usuario do medicamento (foco de
discussdo deste trabalho).

As discussdes sobre o papel do Farmacéutico no sis-
tema de atencdo a salde ganharam maior visibilidade du-
rante a realizacdo da Conferéncia Mundial de Atencdo Pri-
maria a Sadde, que aconteceu em Alma Ata, em 1978, com
as reflexdes sobre o0 acesso aos medicamentos; e nos deba-
tes ocorridos durante a realizacdo da Conferéncia Mundial
sobre o Uso Racional de Medicamentos, que aconteceu em
Nairobi, em 1985. Em decorréncia, a Organizagcao Mundial
de Sadde (OMS) e autoridades sanitérias de todo o mundo
identificaram a atuacdo do Farmacéutico como uma das
mais importantes para atingir os objetivos tracados para a
resolutividade das acdes de salde, reconhecendo-o como
um dispensador de atencdo a sal(de, que pode participar
ativamente na prevencdo de enfermidades, na promocdo
da salde e do uso racional de medicamentos, em uma
equipe multiprofissional.

Estes fatos impulsionaram a publicacdo em 1997,
pela OMS, do documento titulado de “The role of the phar-
macist in the health care system” (“0 papel do farmacéu-
tico no sistema de atencdo a salde”), que destaca sete
qualidades necessarias ao farmacéutico. 0 chamado “Far-
macéutico sete estrelas” deve ser um profissional:
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v/ Prestador de servicos farmacéuticos em uma
equipe de saidde; Capaz de tomar decisdes; Co-
municador; Lider; Gerente; Atualizado permanen-
temente; Educador.

Desde entdo, os 6rgdos envolvidos na supervisdo
e/ou fiscalizacdo deste profissional/profissdo (Conselho
Federal de Farmacia, Conselhos Regionais de Farmécia,
Ministério da Salde, Organizacdo Pan-Americana da Sad-
de, Organizacdo Mundial da Saidde, Federacdao Nacional e
Internacional dos Farmacéuticos, Ministério da Educacao)
realizam conferéncias, seminarios, oficinas, com o objeti-
vo de dialogar e propor consensos para uma redefinicao e
adequacao da pratica farmacéutica as necessidades nacio-
nais, atendendo as suas peculiaridades.

No Brasil, este processo de discussao buscou identi-
ficar os principais aspectos que caracterizam a formacao
e a atuacdo do farmacéutico, considerando a realidade em
que ele vem sendo formado. Podemos destacar trés das
caracteristicas identificadas pelo relatério da oficina de
trabalho “Atencao Farmacéutica no Brasil: trilhando cami-
nhos”, que aconteceu em Fortaleza, em 2001. S3o elas:

“Crise de identidade profissional do farmacéu-
tico, e em conseqiiéncia, falta de reconhecimento
social e pouca insercdo na equipe multiprofissional
de saidde, nao representando um referencial como
profissional de sadde na farmacia”...

“Deficiéncias na formacdo, excessivamente
tecnicista, com incipiente formacdo na area cli-
nica. Descompasso entre a formacdo dos farma-
céuticos e as demandas dos servicos de atencao a
salde, tanto plblicos como privados e nos dife-
rentes niveis”...

“Pratica profissional desconectada das politi-
cas de salide e de medicamentos, com priorizacao
das atividades administrativas em detrimento da
educacdo em saiide e da orientacdo sobre o uso
de medicamentos”.

A aprovacdo e a implementacdo da Politica Nacional
de Medicamentos em 1998, a proposta de Consenso Bra-
sileiro de Atencao Farmacéutica em 2002, a publicacdo
da Resolugao CNE/CES n° 02 em 19 de fevereiro de 2002,
pelo Conselho Nacional de Educagdo/Camara de Educacdo
Superior (que instituiu as Diretrizes Curriculares Nacionais
do Curso de Graduacdao em Farmacia) e a publicacdo e a
aprovacao da Politica Nacional de Assisténcia Farmacéuti-
ca em 2004, sdo importantes marcos para a consolidacdo
da pratica farmacéutica voltada para a promocao da saide,
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diretamente relacionada com o usuario de medicamentos
e servicos de salde.

0 Farmacéutico, a partir desta reorientacdo, passa a
ser considerado um profissional da sa(de, ampliando sua
atuacdo, que antes era direcionada quase que exclusiva-
mente ao medicamento, e hoje passa a ser também para o
usuario deste medicamento.

Diante deste novo enfoque da profissdao, tendo os
caminhos, conceitos e papéis ja elucidados, nos cabe
agora explorar e refletir sobre as dimensdes presentes
na pratica farmacéutica. Busco aqui explorar a dimensao
educativa, que se apresenta especialmente nas ativida-
des de promocao da salde, prevencdo de enfermidades e
promocao do uso racional de medicamentos. Espero assim
contribuir para uma melhor compreensdo e aplicacdo des-
ta pratica.

MATERIAL E METODOS

0 material que constitui a base dessa reflexdao foi
reunido e organizado através de levantamento de docu-
mentos e registros histéricos, em processo de pesquisa
qualitativa, de cunho exploratério, entre autores e es-
tudiosos da profissdao farmacéutica e tedricos da edu-
cacdo, por meio de fontes bibliograficas, impressas e
eletrdnicas.

0 critério de escolha destes documentos e fontes bi-
bliograficas exigia que eles evidenciassem a reorientacdo
da pratica farmacéutica, bem como a dimensao educativa
presente nesta pratica.

DISCUSSAO

0 Farmacéutico é um profissional da salde, cum-
prindo-lhe executar todas as atividades inerentes ao
ambito profissional farmacéutico, de modo a contri-
buir para a salvaguarda da saide publica e, ainda,
todas as acoes de educagao dirigidas a comunidade
na promocdo da sadde. (CFF, Cédigo de ética da pro-
fissdo farmacéutica, 2004).

Conforme exposto acima, o papel do Farmacéuti-
co na sociedade brasileira tem sido tema recorrente de
discussdo da categoria, acompanhado necessariamente
da reflexao sobre o processo de formacdo deste profis-
sional.

A histéria do ensino farmacéutico no Brasil pode ser
contada com base nas diversas propostas de alteracdo e



uniformizagdo curriculares. Mais expressivamente, os cur-
riculos minimos de 1962 (Parecer 268 do CFE) e de 1969
(Parecer 287 do CFE), que regularam a graduacdo em Far-
macia até 2002.

No século XIX, o Farmacéutico, antes chamado de
Boticario, era conhecido como sendo o Mestre na arte de
desenvolver e manipular os medicamentos. Ele também
auxiliava e amparava nos momentos de dor fisica, ouvia
os sintomas, os problemas e as queixas dos que o procu-
ravam, sendo a pessoa que prestava os primeiros socorros,
que providenciava os primeiros cuidados.

0 termo “farmaco” do grego phdrmakon (latim me-
dicamentun) significa na sua origem o que faz bem (re-
medeia) e o que faz mal (droga). Utilizado fora da medi-
da, em excesso ou em menor quantidade, pode agravar
o mal. Neste sentido o remédio, se utilizado correta-
mente, torna-se um instrumento capaz de estabelecer
o0 equilibrio do corpo, resgatando desta forma a origem
etiolégica da palavra cura, no sentido de cuidado, aten-
cdo, zelo.

Em 1889, apds a proclamacdo da Repiblica, houve
0 incentivo para a criacao da Inddstria Farmacéutica Na-
cional, e conseqiientemente a Farmacia e o Farmacéutico
afastaram-se das chamadas Boticas, iniciando-se aqui a
interacdo da Farmacia com a pesquisa e a inddstria quimi-
ca. Com isso, a Farmacia ndo se limitou ao atendimento
nos balcdes, mas associou-se também a pesquisa de novos
medicamentos.

No inicio, os Cursos de Farmacia no Brasil tinham
sua atencao voltada para a formacdo do farmacéutico sem
qualquer adjetivo, habilitando-o para o exercicio das Ci-
éncias Farmacéuticas em sua plenitude.

Por volta de 1930, teve inicio a reestruturacao do
ensino farmacéutico, com adaptacdes curriculares para o
desempenho das suas funcdes em laboratdrios de produ-
cdo de medicamentos e em laboratérios de analises clini-
cas, o que resultou, em 1962, que o Conselho Federal de
Educacdo (CFE) estabelecesse o primeiro curriculo minimo
de Farmacia no Brasil. Esse curriculo criou a habilitacdo
para o profissional nas modalidades Inddstria e Analises
Clinicas, Toxicolégicas e Bromatoldgicas, fazendo com
que a atividade farmacéutica estivesse mais voltada para
as praticas técnicas, no que diz respeito a desenvolvi-
mento, producdo, controle de qualidade, analises clini-
cas, do que para a atencdo aos usuarios do medicamento
e destes servigos.

Percorrendo a histéria da pratica e do ensino farma-
céutico no Brasil, podemos perceber que, nos primeiros
170 anos (1832 - 2002), as propostas de alteracdo e
uniformizacdo curriculares tém sido uma constante, bem

como as discussdes sobre a identidade deste profissional.
Passando pelos curriculos minimos de 1962, de pouca du-
racdo; de 1969, ao qual este ensino estava submetido até
poucos anos tras; e o atual curriculo, desde 2002, que
visa formar um profissional generalista, humanista, criti-
co e reflexivo, para atuar em todos os niveis de atencao
a salde.

Assumindo esta nova identidade, bem como partici-
pando do movimento mundial que se desenha na busca de
uma efetiva promocao da salde, o Farmacéutico é chama-
do a sair de seus “balcoes”, voltando a trabalhar com os
usuarios dos medicamentos e dos servicos farmacéuticos.
Isto os reaproxima da comunidade, como os profissionais
mais acessiveis a populacao, sendo responsaveis nao ape-
nas pela dispensacao de medicamentos, mas também de
informacoes e cuidados com a sadde.

Com a ampliacdo do conceito de Salde, que era en-
tendida somente como “a auséncia de doenca”, para um
conceito mais global, como um estado de “completo bem
estar fisico, mental e social” (DECLARAQZ\O DE ALMA-ATA,
1978) as ac¢des de Promocdo da Salde tornam-se destaque
nas politicas pablicas em todo o cenario mundial.

Na primeira Conferéncia Internacional sobre Promo-
cdo da Salde, esta acao foi definida como:

[...] processo de capacitacdo da comunidade
para atuar na melhoria de sua qualidade de vida e
salide, incluindo uma maior participagdo no contro-
le deste processo [...]. [...] a promocdo da sadde
apoia o desenvolvimento pessoal e social através da
divulgagao de informacdo, educacdo para a saide e
intensificacdo das habilidades vitais(CARTA DE OTTA-
WA, 1986).

Contudo, tendo como base a definicdo apresentada,
uma reflexdo se faz necessaria, porque mais do que infor-
mar sobre o uso correto dos medicamentos, sobre habitos
saudaveis de vida, e como prevenir-se de enfermidades,
o Farmacéutico tem em suas maos a missao de fazer com
que a pessoa seja sujeito de sua sadde e ndo apenas
usuario, paciente ou cliente. Mas, como ele deve atuar,
para produzir essa nova atitude?

Para esta indagacdo, busquei algumas reflexdes nos
atuais conceitos de Educacdo, como uma pratica transfor-
madora e emancipadora.

A analise foi feita sob a 6tica de que, na pratica
do cuidado ao usudario do medicamento, o Farmacéutico
atua como Educador, uma vez que neste momento ele
se apresenta como o lider do processo ensino-aprendi-
zagem.
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Por esses motivos, educacdo e salde estdo intima-
mente vinculadas, pois o conhecimento é nao apenas ne-
cessario, mas fundamental para a construcdo de modos
de ser saudaveis. A propria definicdo de saudavel exige
conhecimento, ndo um conhecimento que possa ser repro-
duzido, repetido de geracdo em geracdo, mas um conhe-
cimento que se renova a cada instante, acompanhando o
movimento da existéncia e buscando um equilibrio entre
a estrutura interna de uma subjetividade e seu entorno, a
salide como equilibrio (AIUB, 2007).

Como assinala Branddo (1981), a Educacdo existe
em toda parte, e ndo esta somente no que é formal, ofi-
cial, técnico. Ela existe além dos sistemas e das salas de
aula. E sempre aparece onde ha relacoes entre as pessoas
e intencdes de ensinar e de aprender. Na convivéncia, o
saber flui, pelos atos de quem sabe e faz, para quem nao
sabe e aprende.

Segundo Severino (2002), “[...] educar-se é apreen-
der-se e se construir cada vez mais como sujeito”. Nesta
perspectiva, cabe refletir também sobre o papel do Farma-
céutico como mediador no processo de conhecimento dos
modos de ser dos usuarios de medicamentos, provocan-
do-o0s a pensar sobre si mesmo, a conhecer a si mesmo, e
a cuidar de si mesmo.

[...] A educacao é investimento na consolidacao
do sujeito autdnomo e dotado de vontade. Ndo cabe
a educacdo “fazer” pessoas, mas desperta-las para
sua autonomia mediante os recursos da cultura...
A educacdo é um processo de auto-realizacdo do
sujeito, desabrochar de suas potencialidades. Esté
em pauta a individuacdo, a construcdao do eu, pois
s6 um sujeito realizado, dotado de vontade livre e
autonomia pode tornar-se agente sobre o mundo na-
tural e a sociedade. (SEVERINO, 2002).

Em matéria publicada recentemente pela Revista
ISTO E, foram apresentados dados sobre o crescimento,
em todo o mundo, do ndmero de pessoas que tomam re-
médios de forma errada, levando a inimeros e sérios casos
de intoxicacdes.

Dentre as principais causas identificadas estdo: o
uso acidental (principalmente por criancas pequenas),
os efeitos adversos (entendido como qualquer efeito ndo
desejado, decorrente do uso de produtos sob vigilancia
sanitaria), a automedicacdo e os erros na administracao
(dose ou via erradas).

Esta mesma matéria relata um estudo realizado na
Inglaterra, onde se constatou que, de cada cinco ingle-
ses, um tomava o medicamento prescrito de forma er-
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rada. 0 motivo apontado foi a falta de orientacdo aos
usuarios. Uma das saidas adotada pelos médicos, neste
estudo, foi contar com o Farmacéutico, como orientador
da populacao.

De acordo com Paulo Freire (1996) “E exatamente
neste sentido que ensinar nao se esgota no tratamento
do objeto ou do conteldo, superficialmente feito, mas se
alonga a producdo das condicdes em que aprender critica-
mente é possivel”.

Parafraseando os “Quatro Pilares da Educagdo”, apre-
sentados no Relatério Jacques Delors (UNESCO, 2006), a
pratica farmacéutica de cuidados ao usuario, deve buscar
refletir sobre:

v" Aprender a conhecer: é muito importante que
o farmacéutico, bem como o usuério do medica-
mento, aprenda a compreender o mundo que os
rodeia; conhecer o seu corpo, seus limites, seus
recursos internos e externos, visando alcancar
um auto-cuidado consciente, reduzindo assim a
auto-medicacdo muitas vezes irresponsavel.

v/ Aprender a fazer: o farmacéutico deve se com-
prometer em fazer com que o usuario do medi-
camento coloque em pratica os conhecimentos e
as informacoes adquiridas. Ele deve se perguntar:
como mudar comportamentos?

v’ Aprender a viver juntos, aprender a viver com
os outros: em sua interacdo com o usuario do
medicamento, o farmacéutico deve respeitar
suas especificidades bio-psico-sociais, ou seja,
procurar vé-lo como um ser integral, complexo
(e ndo somente um “Rim”, ou um “Joelho”), um
ser pensante, com suas emocdes e paixdes, e que
também faz parte de um grupo, que tem seus
costumes, suas crencas. Neste momento, o far-
macéutico deve respeitar inteiramente as diver-
sidades e se despir de todos os preconceitos.

v’ Aprender a ser: a busca deve acontecer no sen-
tido de desenvolver a si, como “profissional in-
tegral” e o usuéario do medicamento em sua to-
talidade, para desta forma termos sujeitos cons-
cientes e preparados para decidir por uma vida
saudavel.

[...] Faz parte de sua tarefa docente ndo apenas
ensinar os contelidos mas também ensinar a pen-
sar certo [...] Pensar certo, pelo contrario, demanda



profundidade e ndo superficialidade na compreen-
s30 e na interpretacdo dos fatos. [...] E por isso
que transformar a experiéncia educativa em puro
treinamento técnico é amesquinhar o que ha de
fundamentalmente humano no exercicio educativo:
o seu carater formador. Se se respeita a natureza
do ser humano, o ensino dos conteidos nao pode
dar-se alheio a formacao moral do educando. Educar
é substantivamente formar (FREIRE, 1996).

CONCLUSAO

“Pensar certo - e saber que ensinar ndo é trans-
ferir conhecimento é fundamental para pensar certo
- & uma postura exigente, dificil, as vezes penosa,
que temos de assumir diante dos outros e com os
outros, em face do mundo e dos fatos, ante nds mes-
mos”... (FREIRE, 1996).

0 Farmacéutico, por sua acessibilidade, é o profis-
sional da sadde que mais reline condicdes para atuar junto
aos usuarios de medicamentos neste processo de Educa-
¢do para a Sadde.

Precisamos primeiramente nos reconhecer enquan-
to profissionais de salde, para depois identificarmos em
nossa atuacao a possibilidade de transformacgao. E assim,
assumirmos nosso papel de Educador, buscando mediar e
provocar a mudanca de clientes, pacientes, usuarios, para
Sujeitos de sua Salde.

Ainda ndo ha consenso do termo mais adequado para
descrever este processo de educacdo na area da salde,
pois encontramos diferentes nomeacdes como Educacdo
para a Salde, Educacdo em Saide, Educacdo Sanitéria. O
que percebemos claramente é que para desenvolvermos as
acoes de Promocao da Sadde, Prevencdo de Enfermidades,
e Uso Racional de Medicamentos, necessariamente perpas-
samos a dimensdo educativa.

Sendo assim, a pratica farmacéutica se apresenta
como uma pratica multidimensional, solicitando de todos
nos, profissionais da area, uma postura flexivel, aberta
e investigativa, na busca de uma efetiva atuacdo como
profissionais da sadde.
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INTRODUCAO

A hipertensdo arterial é uma condicdo clinica na
qual a pressdo do sangue esta acima das medidas conside-
radas normais por um periodo longo de tempo (KAPLAN,
2001).

E um importante fator de risco para doencas decor-
rentes de aterosclerose e trombose, que se exteriorizam,
predominantemente, por acometimento cardiaco, cere-
bral, renal e vascular periférico. E responsavel por 25 e
40% da etiologia multifatorial da cardiopatia isquémica e
dos acidentes vasculares cerebrais, respectivamente. Essa
multiplicidade de conseqiiéncias coloca a hipertensdo ar-
terial na origem das doencas cardiovasculares e, portanto,
caracteriza-a como uma das causas de maior reducdo da
qualidade e expectativa de vida dos individuos (PASSOS et
al., 2006).

No Brasil, as doencas cardiovasculares sdao respon-
saveis por 33% dos 6bitos com causas conhecidas. Além
disso, essas doencas foram as primeiras causas de hos-
pitalizacao no setor piblico, entre 1996 e 1999, e res-
ponderam por 17% das internacdes de pessoas com idade
entre 40 e 59 anos e 29% daquelas com 60 ou mais anos
(LIMA e COSTA et al., 2000) e as proje¢des da Organizagdo
das Nacodes Unidas (ONU) (2002) indicam que a mediana
da idade populacional passara, de 25,4 anos em 2000 a
38,2 anos em 2050. Uma das conseqiiéncias desse enve-
lhecimento populacional é o aumento das prevaléncias de
doencas crdnicas, entre elas a hipertensao (WHO, 1998).

Estudos de prevaléncia da hipertensdo no Brasil,
entre 1970 e inicio dos anos 90, revelam valores de pre-
valéncia entre 7,2 e 40,3% na Regido Nordeste, 5,04 a
37,9% na Regido Sudeste, 1,28 a 27,1% na Regido Sul e
6,3 a 16,75% na Regido Centro-Oeste (LESSA, 1993).

As alteragdes na pressao arterial que desencadeiam
o estado hipertensivo decorrem, em parte, do aumento
da contratibilidade da camada muscular lisa que forma a
parede da artéria. Algumas substdncias quimicas do pro-
prio organismo promovem a contracdo das artérias. Em
situacoes de desequilibrio dessas substancias, ou da alte-
racdo dessa camada muscular ocorre aumento da pressao
do sangue dentro dos vasos (KAPLAN, 2001).

Sdo descritas anormalidades no masculo liso vas-
cular e no endotélio associadas ao comprometimento da
funcdo dessas estruturas. Entre essas disfuncoes, pode-
mos considerar o aumento da vasoconstricdo e a reducdo
da vasodilatacao, tanto dependente como independente
do endotélio vascular. A perda do equilibrio entre o rela-
xamento e a contragdo é freqiilentemente citada como uma
das causas do aumento do tonus vascular na hipertensdo
(DOGGRELL & BROWN, 1998).

Na literatura, encontramos outras associa¢des com o
estado hipertensivo e anomalias cardiovasculares (FOLKON,
1982). Estas anomalias incluem aumento da parede em
relacdo a luz das artérias (SAFAR et al., 1981), aumento
da resisténcia periférica e diminuicdo da complacéncia ve-
nosa (TAKESHITA & MARK, 1979), aumento da quantidade
de massa cardiaca e muscular lisa (FOLKON, 1982)., como
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também anomalias intrinsecas na funcdo renal (COLEMAM
et al., 1994).

Um dos principais fatores de risco para complica-
¢des cardiovasculares é a hipertensdo arterial, pois atua
diretamente na parede das artérias, podendo produzir le-
soes. Deste fato, percebemos a importancia do tratamento
anti-hipertensivo na reducdo da morbidade e mortalidade
cardiovasculares, principalmente na prevencdo de aciden-
tes vasculares, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal
(PESSUTO & CARVALHO, 1998).

Nas duas daltimas décadas, o aprofundamento do
conhecimento cientifico dos mecanismos de controle da
pressdo arterial, principalmente dos mediadores endéoge-
nos, permitiu a obtencdo de medicamentos inovadores
com novas possibilidades terapéuticas para a hiperten-
sao arterial. 0 entendimento da funcdo fisiopatoldgica da
angiotensina II (ANDERSON et al., 1990; JEUNEMAITRE
et al, 1992), do dxido nitrico (PALMER et al, 1997), das
endotelinas (YANAGISAWA & MASAKI, 1989) do peptidio
natriurético atrial (BRENNER et al, 1990) e dos metabo-
litos do acido araquidonico (McGIFF et al., 1991), abriu
fronteiras no estudo de novas formas de intervencao na
pressao arterial.

Atualmente, diversos medicamentos com diferentes
tipos de mecanismos de acdo sdo amplamente utilizados
para o tratamento da hipertensao arterial, como os inibi-
dores da enzima conversora de angiotensina I, antagonis-
tas dos receptores de angiotensina II, antagonistas dos
canais de calcio, bloqueadores de receptores beta-adre-
nérgicos, bloqueadores alfa-adrenérgicos, nitrovasodilata-
dores e diuréticos (BRUNTON et al, 2006).

As plantas, desde o inicio dos tempos, sdo funda-
mentais para a alimentacdo e a cura de enfermidades. A
utilizacdo de plantas é baseada na crenca popular e nas
varias formacoes culturais que as usa como recursos te-
rapéuticos. O emprego das plantas medicinais é predomi-
nantemente empirico, mas apesar disso, elas continuam a
serem utilizadas pela populacdo e ndo foram substituidas
pelos farmacos sintéticos. Sao varios os motivos que le-
vam a populacdo a optar pelo uso de plantas medicinais,
entre eles: insatisfacdo com a eficacia, custo elevado dos
medicamentos e efeitos indesejaveis dos medicamentos
alopaticos convencionais. Tal valoriza¢do das plantas me-
dicinais impulsionou a busca de informag¢des comprovadas
cientificamente sobre a seqguranca e eficacia terapéutica
destas plantas (SIMOES et al., 2000).

Em diversos paises no mundo, bem como no Brasil,
plantas vem sendo utilizadas como fonte alternativa de
medicamentos. Estimativas mostram que o mercado mun-
dial de produtos farmacéuticos movimenta cerca de 320
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bilhdes/ano, dos quais 22 hilhdes sao provindos de fontes
naturais. No Brasil, estima-se que 25% dos 8 bilhdes do
faturamento da inddstria farmacéutica sejam derivados de
plantas (SIMOES et al., 2000). Estes dados revelam o in-
teresse da populacdo mundial por plantas medicinais.

A flora brasileira é a mais rica do mundo em matéria
prima para a producdo de fitofdrmacos (cerca de 1/3 do
total), porém apenas 8% dessa flora é objeto de estudo
atual. Assim, é de suma importéncia que pesquisadores
brasileiros foquem seus estudos nessa area, com o ob-
jetivo de buscar uma fonte alternativa de medicamentos
e novos farmacos mais eficazes e especificos (SIMOES et
al., 2000)..

Das doencas que afetam a populacdo, aquelas que
acometem o sistema cardiovascular tém despertado bas-
tante interesse. 0 uso de terapias alternativas, de ervas e
de suplementos é comum entre os pacientes com algum
tipo de doenca cardiovascular. A preocupacao com a pos-
sibilidade de essas terapias causarem intera¢cdes com os
medicamentos utilizados para o tratamento da hiperten-
sdo arterial e outras doencas, tem sido relatada na litera-
tura (MANSOOR, 2001). Essa preocupacdo tem impulsio-
nado a comunidade cientifica a avaliar possiveis efeitos
cardiovasculares de plantas utilizadas pela populacdo para
o tratamento da hipertensao arterial.

No Brasil, o problema geral no tratamento da hiper-
tensdo arterial esta ligado principalmente ao fato de que
a industrializacdo dessas drogas depende de instituicdes
multinacionais, o que encarece substancialmente o custo
da droga. Outro agravante é o fato da maior parte da po-
pulacdo nao ter poder aquisitivo para dispor de um plano
de salide ou mesmo comprar o0 medicamento. Desse modo,
é indispensavel o estudo das plantas medicinais com a
finalidade de buscar alternativas terapéuticas eficazes, se-
guras e de baixo custo para o tratamento da hipertensdo
arterial.

MATERIAL E METODOS

Revisar a literatura cientifica publicada por pesqui-
sadores nacionais sobre perspectivas de tratamento da
hipertensao arterial com produtos naturais.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A literatura nos mostra diferentes grupos farmaco-
l6gicos que proporcionam atividade vasodilatadora por
diferentes mecanismos de acoes de drogas utilizadas atu-



almente para o tratamento da hipertensao arterial (BRUN-
TON et al, 2006).

Os produtos naturais provocam vasodilatacdo por
uma série de mecanismos diferentes. Mecanismos depen-
dentes do endotélio vascular sdo avaliados na literatura.
Estudos mostram envolvimento dos canais de potassio,
dos canais de sddio, do 6xido nitrico, da guanilato-ci-
clase, da via das ciclooxigenases (McNEILL & JURGENS,
2006).

A inibicdo da enzima conversora da angiotensina
(ECA) é um alvo terapéutico moderno e eficaz no trata-
mento da hipertensdo arterial. Na cascata enzimatica que
envolve o sistema renina-angiotensina, a ECA promove a
remocao dos aminoacidos histidilleucina da angiotensina
I para formar o octapeptidio angiotensina II, a qual é fi-
siologicamente ativa em diversos sistemas, e considerada
como um dos mais potentes vasoconstrictores endégenos
conhecido. Portanto, uma racionalidade no tratamento
da hipertensao seria administrar drogas ou compostos
de origem natural que inibam seletivamente a ECA. Em
cima desse mecanismo, trabalhos demonstram baseados
na observacao in vitro, que no Brasil ha varias espécies
de plantas e moléculas de origem natural com potencial
anti-hipertensivo, baseados na inibi¢do da enzima con-
versora de angiotensina (BARBOSA-FILHO et al., 2006).
Alguns desses mecanismos serdo demonstrados e compro-
vados nos estudos abaixo.

0 toénus vascular de pequenas artérias e arteriolas
contribuem para a resisténcia periférica na circulacdo e
controle da pressao arterial. Canais de potassio parecem
ter um papel crucial no potencial de membrana celular
e um importante papel no controle do ténus vascular,
sendo assim, os efeitos dos canais de potassio podem
ser utilizados para controle da pressao arterial. Neste
mesmo trabalho, o autor demonstra que a diocleina, um
flavono6ide extraido da Dioclea grandiflora, apresentou
efeito inotropico negativo quando testada em ratos e
induziu vasodilatacdo associada a diminuicdo da resis-
téncia periférica total. Os efeitos da diocleina foram en-
dotélio-independente e foram inibidos por bloqueadores
de canais de potassio. Como conclusdo, este estudo, ao
qual foi utilizado metodologia in vivo e in vitro, mostrou
que a diocleina diminui a pressdo arterial em ratos nor-
motensos com diminuicdo da resisténcia periférica total.
A acdo vasodilatadora da diocleina é mediada por canais
de potassio e hiperpolarizacio de membrana (CORTES et
al., 2001).

Os efeitos cardiovasculares induzidos pela fracao
aquosa do extrato etandlico de Solanum stipulaceum
foram estudados em ratos. Em ratos ndo anestesiados,

o extrato produziu hipotensao significante e dose-de-
pendente, associada ao aumento da freqiiéncia cardi-
aca. No anel isolado da artéria mesentérica superior
de ratos, o extrato foi capaz de antagonizar as contra-
¢oes induzidas pela administracdo de fenilefrina e KCL.
A atividade vasodilatadora do extrato nao foi inibida
pela remocdo do endotélio, administracao de atropina
ou indometacina. No atrio isolado de ratos, o extrato
produziu efeitos cronotropicos e inotrépicos negativos,
dependentes da concentracdo. Os resultados sugerem
que o efeito hipotensivo esta relacionado com a vaso-
dilatacao periférica, ndo podendo ser atribuido a par-
ticipacao do endotélio vascular. Por dltimo, o extrato
atua no coracdo diminuindo a contratibilidade cardiaca
(RIBEIRO et al., 2002).

A fracdo aquosa do extrato etandlico de folhas de
Albizia inopinata foi testado em ratas normotensas e hi-
pertensas. Nas ratas normotensas, provocou uma dimi-
nuicdo da pressao arterial, acompanhada de um aumento
da freqiiéncia cardiaca, dependente da dose. Nas ratas
hipertensas, o extrato provocou hipotensdo aguda, sem
modificacdes significativas da freqiiéncia cardiaca. Nos
anéis da aorta isolados, concentracdes crescentes do ex-
trato antagonizaram as contracdes provocadas pela feni-
lefrina e KCL. Os resultados sugerem que o efeito vasodi-
latador parece ser claramente dependente da liberacao de
oxido nitrico pelo endotélio vascular. Como conclusdo, o
extrato demonstra a diminuicdo da pressdo arterial em
ratas normotensas e hipertensas, provavelmente devido a
diminuicdo da resisténcia periférica total. O efeito hipo-
tensor maior demonstrado em ratas hipertensas é causado
provavelmente por vasodilatacdo potencializada (MACIEL
et al, 2002).

A vasicina, um alcaldide isolado das folhas de Sida
cordifolia L. teve seus efeitos cardiovasulares avaliados.
Em ratos ndo anestesiados, a vasicina induziu hipotensdo
associada com intensa bradicardia. Ambas as respostas
foram abolidas apds a administracdo de atropina e ate-
nuadas apés a administracdo de hexametdnio. Em anéis
da artéria mesentérica isolada de ratos, a vasicina indu-
ziu relaxamento do ténus dependente da concentracdo
promovida pela administracdo prévia da fenilefrina. Em
conclusdo, os resultados mostrardo que a vasicina produz
hipotensdo e bradicardia que parecem ocorrer devido a
excitacdo de receptores muscarinicos cardiacos (direta ou
indiretamente) e por uma diminuicdo da resisténcia peri-
férica (SILVEIRA et al., 2003).

Um 6leo essencial obtido das partes aéreas da
Mentha x villosa foi avaliado pelos seus efeitos cardio-
vasculares utilizando uma combinacdo de testes in vivo
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e in vitro. Em ratos ndo anestesiados normotensos, o
6leo induziu significativa hipotensdo e bradicardia de-
pendente da dose. O efeito hipotensor e a bradicardia
foram atenuadas e bloqueadas pelo pré-tratamento dos
animais com atropina. No atrio isolado de rato, o 6leo
produziu efeitos inotrépicos e cronotrépicos negativos.
Em anéis isolados da aorta de ratos, com aumento da
concentragdo, o 6leo foi capaz de antagonizar as con-
tracoes induzidas pela administracdo da fenilefrina, da
prostaglandina F, e do KCL. O efeito vasodilatador da
substancia foi atenuado significativamente pela remo-
¢do do endotélio, administracdo de NG-nitro-L-argini-
na-metil-éster (L-NAME) (inibidor da sintese de éxido
nitrico) ou indometacina, mas nao foi afetado pela ad-
ministracdo de atropina. Esses resultados sugerem que
a acdo vasodilatadora ocorre principalmente pela acao
cardiodepressora direta e vasodilatacao periférica, po-
dendo ser atribuido tanto a mecanismos dependentes do
endotélio (pelo fator relaxante derivado do endotélio,
oxido nitrico e prostaciclina) e mecanismos indepen-
dentes do endotélio (como o bloqueio do canal de cal-
cio) (NUNES et al., 2004).

A atividade farmacoldgica cardiovascular do ex-
trato hidroalcéolico das folhas de Sida cordifolia foram
avaliados. Em ratos normotensos ndo anestesiados,
houve a inducdo de hipotensido e bradicardia. A res-
posta hipotensora foi completamente abolida depois
da administracdo de atropina e potencializada ap6s a
administracao de hexametonio, enquanto que a bradi-
cardia foi abolida ap6s a administracdo de atropina e
atenuada apdés a administracao de hexametdnio. Em ra-
tos tratados com hexametdnio, a resposta hipotensora
foi significativamente atenuada. Em ratos normotensos,
anestesiados e vagotomizados, tanto a resposta hipo-
tensora quanto a bradicardia foram significativamen-
te atenuadas. A anestesia com tiopental nao afetou a
resposta induzida pelo extrato, quando comparada com
a resposta induzida em ratos nao-anestesiados. Como
conclusdo, os resultados obtidos mostram que o extrato
hidroalcoolico das folhas de Sida cordifolia produz hipo-
tensdo e bradicardia, principalmente pela estimulacdo
direta de receptores muscarinicos no endotélio vascular
e ativacao indireta re receptores muscarinicos cardiacos
(MEDEIROS et al., 2006).

- Efeitos cardiovasculares do extrato hidroalcodlico
do caule de Xylopia cayennensis foram testados em ratos
utilizando abordagens in vivo e in vitro. Em ratos nao
anestesiados, ocorreu hipotensdo dose independente
associado a um aumento da freqiiéncia cardiaca. Esta
resposta hipotensora nao foi atenuada depois do blo-
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queio com L-NAME. Em anéis de aorta isolados de ratos,
o extrato foi capaz de relaxar o tdnus induzido pela fe-
nilefrina. A atividade vasorelaxante nao foi inibida pela
remocdo do endotélio vascular e antagonizou as contra-
¢oes induzidas por CaCl, em meio despolarizante nomi-
nalmente sem Ca*2. 0 extrato antagonizou dependente de
concentracdes as contracdes transientes induzidas pela
administracdo de cafeina em meio livre de Ca*?, contu-
do ndo alterou aquelas induzidas pela noradrenalina. Em
atrio isolado de rato, promoveu efeito inotropico e cro-
notrépico negativo. Esses resultados demonstraram que
o extrato hidroalcodlico do caule de Xylopia cayennensis
apresenta um potente efeito hipotensor, provavelmente
em conseqiiéncia a diminuicdo da resisténcia periférica
total, que parece em parte, devido a uma acdo inibitéria
sobre o influxo de Ca*? através de canais de calcio de-
pendentes de voltagem e também através da liberacao
de Ca*? dos estoques intracelulares sensiveis a cafeina.
Atua diretamente no coracdo diminuindo a contratibi-
lidade e a freqiiéncia cardiaca, sendo que estes efeitos
apresentam pequena importdncia na expressdo da res-
posta hipotensiva induzida pelo extrato (NASCIMENTO et
al., 2006).

A atividade farmacolégica cardiovascular do extra-
to etanodlico de folhas da Hancornia speciosa Gomes foi
avaliada em anéis de artéria mesentérica superior de
ratos. O extrato produziu uma vasodilatacao dependen-
te da dose em anéis pré-contraidos com fenilefrina, que
foi totalmente abolida em anéis isolados de seu endoté-
lio. A vasodilatacdo dependente de endotélio induzida
pelo extrato foi fortemente reduzida pela administracao
de L-NAME, mas ndo por atropina, um antagonista de
receptor muscarinico, nem indometacina, um inibidor
da ciclooxigenase. Em anéis pré-contraidos com KCL, o
efeito vasodilatador foi deslocado para a direita e to-
talmente abolido na presenca de L-NAME. Efeitos seme-
lhantes foram obtidos em anéis de mesentérica superior
de ratos pré-contraidos com fenilefrina, na presenca de
KCL isoladamente ou em complemento com L-NAME. Na
presenca de BaCl,, a resposta vasodilatadora induzida
pelo extrato foi completamente abolida. Em conjuntos,
essas constatacdes levaram a conclusdo de que o ex-
trato induz uma vasodilatacdo dependente de endoté-
lio, por mecanismo dependente de 6xido nitrico sobre
a ativacdo dos canais de potassio e da liberacdo do
fator hiperpolarizante derivado de endotélio. Rutina,
o alcaléide do extrato identificado com o maior pico
na cromatrografia liquida de alta eficiéncia, pode es-
tar contribuindo para o efeito vasodilatador observado
(FERREIRA et al., 2007).



Em ratos ndo anestesiados normotensos, o éleo es-
sencial de Hyptis fruticosa induziu hipotensao associada
com taquicardia. Em anéis isolados da artéria mesenté-
rica superior de ratos pré-tratados com fenilefrina indu-
ziu relaxamento do tonus dependente da concentracdo e
também foi capaz de antagonizar as curvas de concentra-
cdo-resposta para CaCl, dependente da dose (SANTOS et
al., 2007).

0 oleo essencial obtido da destilacdo por vapor de
agua das folhas, raiz e frutos da Ocotea duckei teve sua
composicao quimica e atividade farmacoldgica avaliada
mostrando significantes efeitos cardiovasculares. O prin-
cipal componente encontrado nas folhas foi o trans-cario-
fileno, nas cascas do caule foi o beta-eudesmol e nos fru-
tos o dl-limoneno. O componente predominante do 6leo
essencial das raizes foi o elemol. Em ratos normotensos
e ndo anestesiados, o 6leo essencial de diferentes partes
induziu significantemente hipotensao sequida de bradi-
cardia (BARBOSA-FILHO et al., 2008).

CONCLUSAO

Sabemos que a medicina popular, principalmente em
paises em via de desenvolvimento, desfruta posicdo rele-
vante nos dias de hoje. A medicina popular desempenha
um papel fundamental para a descoberta de novos produ-
tos naturais.

0 Brasil, além de apresentar uma flora extremamen-
te rica e com potencial para o desenvolvimento desses
novos medicamentos, apresenta uma populacdo onde a
maior parte dela ndo tem acesso a medicina moderna e
que muitas vezes, nao tem condicdes financeiras de ma-
nutencdo de tratamento com os medicamentos atualmen-
te utilizados.

Este trabalho nos mostra o potencial do Brasil para
o desenvolvimento de novos farmacos a base de produtos
naturais para o tratamento da hipertensao arterial, com
pesquisadores capacitados e substdncias da nossa flora
com potencial comprovado para essa finalidade, porém,
os investimentos para a pesquisa em desenvolvimento
de novos farmacos, tanto com acdes farmacoldgicas no
sistema cardiovascular ou em outros sistemas, ainda sao
insuficientes.
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INTRODUCAO

E de notdrio saber que medicamentos sdo utilizados
com finalidade terapéutica, mas muitas vezes sua utili-
zacdo pode trazer efeitos indesejaveis e possivelmente
perigosos (BRUNTON et al., 2007). Portanto, é importante
que a utilizacdo de medicamentos seja supervisionada por
profissionais competentes. 0 farmacéutico pode intervir
nesta acao para promover o uso racional de medicamen-
tos, através do exercicio da atengdo farmacéutica (VIEI-
RA, 2007).

A farmacoepidemiologia nasceu do interesse epide-
mioldgico sobre o uso de medicamentos, pela extensdo de
seu uso pela populacdo e percepcdo do risco inerente a
utilizacdo (OSORIO-DE-CASTRO et al., 2004). A farmaco-
epidemiologia & um instrumento de grande importéncia
social, visto que os resultados das pesquisas realizadas
estdo ligados diretamente e indiretamente na reducao dos
gastos com a sadde, uso racional de medicamentos, e o
mais importante diminui os agravos iatrogénicos na po-
pulacdo (BISSON, 2008). Além disso, os dados farmacoe-
pidemioldgicos podem otimizar a qualidade da assisténcia
farmacéutica desempenhada pelo profissional farmacéuti-
co, promovendo melhoria na qualidade de vida dos pacien-
tes (PEREIRA et al., 2004).

Dentre os diversos tipos de estudos farmacoepide-
miol6gicos, destacam-se os estudos de utilizacdo de me-
dicamentos (EUM), definidos pela Organizacao Mundial da
Salide como avaliacdo da comercializacdo, distribuicao,
prescricdo e uso de medicamentos em uma sociedade, com
énfase especial sobre as consequéncias médicas, sociais e
econdmicas resultantes (WHO EXPERT COMMITTEE, 1977).
Os EUM sdo poderosas ferramentas para detectar proble-
mas relacionados a medicamentos (PRM), e portanto,
podem melhorar a qualidade da assisténcia farmacéutica,

permitindo uma intervencdo mais precisa do farmacéutico,
pois este terad conhecimento suficiente dos medicamentos
mais utilizados por aquela populacdo (PEREIRA, 2004).

Este trabalho tem como objetivo realizar um EUM
por pacientes do Jardim Elba, bairro situado na zona leste
da cidade de Sao Paulo-SP, para que possa ser utilizado
em acdes de assisténcia farmacéutica para a utilizacdo
racional de medicamentos na regido estudada.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo observacional de corte
transversal da dispensacdo de medicamentos em uma dro-
garia situada no Jardim Elba. Os dados foram coletados no
periodo de junho a setembro de 2007, através do preen-
chimento de um questionario adequado, com 7 questoes
abertas e fechadas. Participaram do estudo 63 pacientes,
maiores de 20 anos de idade, sem restricdo quanto ao
sexo e queixa clinica, em tratamento com algum tipo de
medicamento.

0 trabalho foi realizado dentro dos padrdes exigidos
pela Declaracdo de Helsique e foi avaliado e aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da Universidade do Grande
ABC (CAPPesqg-UniABC). Todos os participantes tiveram
explanacdes adequadas do estudo e deram consentimento
através da assinatura de termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

RESULTADOS

Os pacientes participantes foram questionados
quanto a queixa clinica principal, divididas em hiper-
tensdo, diabetes, desordens do sistema nervoso central
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(SNC), neoplasia, outras e individuos que se considera-
vam “nao-doentes”. Cerca de 30% dos individuos alega-
ram como doenca principal a hipertensdo, 19% relataram
diabetes mellitus (DM), desordens centrais com 6% dos in-
dividuos, e neoplasia, relatada por 3% dos participantes.
No grupo denominado “outras”, foram relatados quadros
como hipotireoidismo, osteoporose, artropatias, infec¢oes
respiratorias e doencas auto-imunes, encontram-se 28%
dos entrevistados. Os medicamentos utilizados por cada
grupo foram classificados como antimicrobianos, antiin-
flamatérios (incluindo anti-histaminicos e corticosterdi-
des), antiflingicos, psicotropicos, anti-hipertensivos e
hipoglicemiantes. O perfil de utilizacdo de medicamentos
pelos individuos pode ser visualizado na figura 1.
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Figura 1. Perfil de utilizagdo de medicamentos pelos grupos de participantes.

Os grupos de medicamentos mais utilizados na re-
gido sdo mostrados na figura 2.

15% 10%

W antimicrobianos
Oantiinflamatorios
Oantifangicos
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19%

Figura 2. distribuicdo dos medicamentos utilizados pelos participantes.

DISCUSSAO

Os dados obtidos mostram que a principal classe
de medicamentos utilizados pelos individuos foram os
anti-hipertensivos, seguidos pelos psicotropicos e hi-
poglicemiantes (Figura 2). E interessante ressaltar que
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dos individuos entrevistados que relatavam hipertensao,
muitos utilizavam paralelamente aos anti-hipertensivos,
hipoglicemiantes e psicotropicos (figura 1). A utilizacdo
concomitante de anti-hipertensivos e hipoglicemiantes
ocorre na farmacoterapia da sindrome metabélica (SM),
caracterizada por pressdo arterial alta, resisténcia a insu-
lina, obesidade abdominal e dislipidemia, sendo que tal
condicdo aumenta o risco de doencas cardiovasculares
(DCV) (LUSIS et al., 2008). Pacientes que utilizam an-
ti-hipertensivos e hipoglicemiantes concomitantemente
podem ser avaliados quanto a presenca de SM, e recebe-
rem tratamento farmacolégico diferenciado. Lusis e co-
laboradores (2008) publicaram uma revisdo das diversas
abordagens que podem ser utilizadas na farmacoterapia
da SM, e Bramlage e colaboradores (2008) verificaram que
a utilizacdo de terapia combinada com candesartano e hi-
droclorotiazida reduzem os fatores de risco de DCV. Neste
estudo, cerca de 4% dos pacientes que consideram como
principal quadro a hipertensao utilizam paralelamente hi-
poglicemiantes, e 50% dos que consideram o DM como
patologia principal utilizam anti-hipertensivos.

A principal classe de psicotropicos citada pelos entre-
vistados foram os benzodiazepinicos, e a utilizacdo destes
por individuos hipertensos pode ser entendida como adju-
vante da terapia anti-hipertensiva. Dentre varios fatores, a
hipertensao pode ser ocasionada ou agravada por estresse
(ESLER et al., 2008), e desta forma, benzodiazepinicos
podem auxiliar na reducdo da pressdo arterial (PICKERING
& CLEMOW, 2008; MABADEJE & ADEBAYO, 1989). Cerca
de 17% dos individuos enquadrados como hipertensos e
8% dos diabéticos faziam uso de benzodiazepinicos como
agente terapéutico secundario. Alguns pacientes também
relataram a utilizacdo de anticonvulsivantes (fenitoina e
carbamazepina) e alguns antidepressivos, principalmente
inibidores seletivos da recaptura de serotonina (ISRS).

Entre os individuos que consideram a DM como qua-
dro principal, cerca de 17% fazem uso de antiinflamatérios
e antimicrobianos. 0 DM é uma patologia que leva a lesoes
ateroscleréticas na microvasculatura, principalmente das
extremidades, causando ulceracdoes (LAWRENCE, 2006).
Tais lesdes sdo complicadas com infeccdes bacterianas,
muitas vezes graves. Portanto, pacientes diabéticos utili-
zam antimicrobianos para o tratamento de tais infeccoes,
principalmente beta-lactamicos, clindamicina e fluorqui-
nolonas (NELSON et al., 2006). Os antiinflamatdrios se
justificam pela reducdo e prevencao de DCV relacionadas
ao DM, sendo o principal farmaco utilizado o acido acetil-
salicilico (SHRIVASTAVA et al., 2008).

Pacientes portadores de neoplasias (dois individuos)
relataram a utilizacdo de apenas trés classes de medica-



mentos: antimicrobianos, psicotropicos e anti-hiperten-
sivos. O psicotropico utilizado por esses individuos é a
codeina, farmaco utilizado como analgésico para aliviar
dores relacionadas a neoplasia. Embora a codeina (um opi-
6ide) tenha alto potencial de dependéncia, sua utilizagdo
é muito comum nesses casos (RODRIGUEZ et al., 2007).
Outros agentes podem ser utilizados para o controle da
dor associada ao cancer, porém a codeina é o principal
que pode ser dispensado em drogarias.

Muitos individuos entrevistados responderam o
questionario sem queixa clinica pois ndo se consideravam
“doentes”. Curiosamente, esses individuos fazem uso de
medicamentos das mais variadas classes, sendo a principal
delas os antiinflamatérios e anti-histaminicos. Quase a
totalidade desses individuos fazem uso dos medicamentos
sem prescricao médica. Apenas um individuos que faz uso
de psicotropico tinha prescricao médica. 0 uso de antiin-
flamatorios e anti-histaminicos por 14 pessoas é compre-
endido porque muitos desses medicamentos sdo de venda
livre, tornando o acesso mais facil e induzido por pro-
paganda. A quantidade de medicamentos de venda livre
favorece a automedicacao, e esta é ocasionada por fatores
como ndo-cumprimento da apresentacdo da receita médi-
ca (ARRAIS et al., 1997). Os dois antimicrobianos utiliza-
dos por esses pacientes (amoxicilina e norfloxacino) sao
medicamentos que devem ser utilizados com prescricao
e supervisdo médica, procedimento sempre negligencia-
do no Brasil. Além disso, o periodo de coleta de dados
(junho a setembro) compreende ao periodo de inverno,
onde as condicdes climaticas favorecem o aparecimento
de doencas do trato respiratdrio, aumentando a utilizacao
de antiinflamatérios, anti-histaminicos e antimicrobia-
nos (TAVARES et al., 2008). Além disso, alguns individuos
“nao-doentes” estavam fazendo uso de antifiingicos, e
portanto, esses individuos ndo consideram micoses como
uma afeccdo que merece atencao.

CONCLUSAO

Com relacdo aos resultados, pode-se concluir que na
regido estudada ha prevaléncia de doencas cronicas, como
hipertensao e DM, e portanto, os medicamentos mais uti-
lizados sdo os anti-hipertensivos e hipoglicemiantes. Ha
também grande utilizacdo de psicotropicos, principalmen-
te benzodiazepinicos, normalmente como terapia secun-
daria.

Pela quantidade de individuos fazendo utilizacao
de medicamentos sem prescricdo médica ou supervisao
de um profissional de salide, percebe-se a necessidade do

exercicio da atencdo farmacéutica na regido. Como a po-
pulacdo do bairro pesquisado é de baixa renda, tem menor
acesso a salde e muitas vezes procura a farmacia como
primeiro recurso. Consequentemente, o farmacéutico deve
estar presente no estabelecimento e orientar a utilizacdo
correta e racional de medicamentos (VIEIRA, 2007).
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INTRODUCAO

A Gestdo da Qualidade é primordial para o estabe-
lecimento e sobrevivéncia de uma instituicdo ou empresa
e permite viabilizar o controle de atividades, informagdes
e documentos de forma eficiente e dindmica. Dentre as
muitas ferramentas que podem ser utilizadas para implan-
tacdo da Gestdo da Qualidade destaca-se o Programa 5
S. Este programa tem aplicabilidade em diversos tipos de
empresas e 6rgaos, pois traz beneficios a todos que con-
vivem no local com melhoria no ambiente e nas condicoes
de trabalho, saidde e higiene (FALCONI, 2004; OLIVARES,
2006).

Programa 5S foi concebido por Kaoru Ishikawa em
1950, no Japao do pds-guerra, visando aperfeicoar os
poucos recursos existentes em um pais destruido pela
guerra. 0 Programa 5S demonstrou ser tdo eficaz enquanto
reorganizador das empresas e da propria economia japo-
nesa que, até hoje, é considerado o principal instrumento
de gestdo da qualidade e produtividade, contribuindo para
a obtencdo do padrdo de qualidade dos produtos japo-
neses (CARVALHO, 2006). O Programa 5S é um processo
educacional cuja pratica é desenvolvida nas atividades do
dia-a-dia, de modo pouco teérico e muito pratico propor-
cionando organizacgao racional do local de trabalho e con-
tribuindo para a padronizacdo dos processos e melhoria
continua (VIEIRA FILHO, 2003). O nome 5S provém das
iniciais de cinco palavras japonesas, que designam cada
um dos procedimentos a serem adotados, a saber:

Seiri (Senso de Utilizagdo ou Descarte) - Objetiva
identificar e separar tudo o que é necessario do que é
desnecessario, dando destino para os elementos ndo uti-
lizados e agrupando os objetos (teis por ordem de impor-

tancia. Possibilita melhor organizacao do local, criacdo de
novos espacos, diminuicdo da perda de tempo e desperdi-
cio de recursos.

Seiton (Senso de Organiza¢do ou Ordenacdo) - Sig-
nifica colocar cada objeto no seu (nico e exclusivo lu-
gar. Os objetos devem ser dispostos e agrupados segundo
caracteristicas proprias, para que possam ser utilizados
prontamente. Refere-se a disposicdo sistematica dos obje-
tos com adequada comunicacdo visual através da utiliza-
cdo de etiquetas de identificacdo de objetos e materiais,
locais e tarefas de cada setor.

Seisso (Senso de Limpeza) - Significa eliminar a
sujeira e as suas fontes com o objetivo de construir um
ambiente de trabalho limpo e agradavel que proporcione
seguranca e qualidade de vida as pessoas (salde fisica e
mental). Cada individuo deve limpar sua prépria area de
trabalho e ser consciente das vantagens de nao sujar.

Seiketsu (Senso de Salde e Higiene) - Consiste em
manter as boas condi¢des sanitarias do ambiente de traba-
lho, o que inclui a limpeza geral e o controle de poluicao
de qualquer natureza como poluicdo atmosférica, sonora e
visual. Refere-se a execucdo dos trés sensos anteriores de
forma sistematizada, ou seja, manter o descarte, a organi-
zacdo e implantar o padrdo de limpeza de forma continua,
com a atencdo a propria sadde fisica, mental e emocional.
A padronizacdo dos processos permite que todas as tare-
fas sejam cumpridas voluntaria e rotineiramente, para que
os resultados sejam sempre aqueles esperados, a fim de
melhorar o desempenho da organizacao.

Shitsuke (Senso de Autodisciplina) - Almeja a ma-
nutencdo da ordem geral e das condi¢des adquiridas com
intolerancia aos erros (ndo as pessoas), buscando pro-
cessos mais eficientes. Procura-se criar habito conscien-
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te e voluntario visando manter e praticar corretamente
o que foi determinado nos procedimentos operacionais
estabelecidos, constituindo a base para a harmonia das
atividades previstas nos 4S anteriores (VANTI, 1999; RE-
BELLO, 2005).

Como beneficios advindos da implantacdo do Pro-
grama 5S em instituicdes e empresas destacam-se: eli-
minacdo do desperdicio; otimizacdo do espaco; criacdo
de um ambiente de trabalho agradavel; prevencdo de
acidentes de trabalho; reducdo/eliminacdo de condigdes
inadequadas de trabalho; mudanca de comportamentos e
habitos; melhoria nas relacdes humanas; desenvolvimento
do espirito de equipe; desenvolvimento da autodiscipli-
na; padronizacdo de processos; aumento da confiabilidade
dos dados de controle, entre outros (CARVALHO, 2006). A
utilizacdo do Programa 5S propicia a reducao de erros e
falhas e, conseqiientemente, minimiza desperdicios, seja
de tempo, energia ou matérias (COELHO et al., 1999).

A implantacdo da metodologia 5S, exige a avaliacao
das caracteristicas e necessidades de cada local e cada
etapa deve ser avaliada buscando-se o entendimento da
necessidade de sua execucdo. Sabendo-se qual o objetivo
a ser atingido sera mais facil desdobra-lo para dentro da
organizacao (FRANCA, 2003).

Os laboratérios de Instituicdes de Ensino Superior
ddo suporte as atividades de ensino e pesquisas e devem
proporcionar aos seus usuarios, satisfacdo com qualidade
dos recursos e servigos oferecidos, respeitando-se os pro-
cessos adotados na armazenagem, descarte, recebimento
e utilizacdo de espaco. Assim, o objetivo deste trabalho
foi a implantacdo do Programa 5S em um laboratério qui-
mico voltado ao ensino e pesquisa visando proporcionar
um ambiente adequado ao desenvolvimento das ativida-
des propostas trazendo beneficios para os alunos e para a
Instituicdo em funcdo das enormes vantagens advindas.

METODOLOGIA

A implantacdo do Programa 5S foi realizada, em um
laboratério de ensino e pesquisa de uma Instituicdo de
Ensino Superior, onde sdo ministradas aulas praticas de
diversos componentes curriculares para alunos de cursos
da area de sadde.

A metodologia utilizada para auxiliar o planejamen-
to e acdes em todas as etapas de implantacdo do pro-
grama foi o Método 5W e 1H, considerando os seguintes
questionamentos, em cada situacdo ou problema: WHY
(Por qué?); WHAT (0 qué?); HOW (Como?); WHO (Quem?);
WHERE (Onde?); WHEN (Quando?) (REBELLO, 2005).
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Com o propoésito de diagnosticar a situacao do la-
boratério, detectando-se os principais problemas, causas,
possiveis solugdes, visando conhecer os recursos disponi-
veis e estabelecer as prioridades (MACIEL, 1993) foi reali-
zado um levantamento sobre os equipamentos (estado de
conservagao, freqiiéncia de uso) e vidrarias (tipos, quan-
tidade, uso) através da analise de requisi¢des de prepara-
¢oes de aulas feitas por professores da universidade entre
os meses de fevereiro a novembro de 2007. Além disso, os
funcionarios e estagiarios do laboratério foram entrevista-
dos quanto a rotina operacional, e os locais fotografados
antes e apds a intervencao.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados relativos a porcentagem de utilizacdo
objetivaram estabelecer a disponibilizacdo mais adequada
para os equipamentos e vidrarias de maior uso. Com a ana-
lise das requisicdes verificou-se maior uso das balangas
granatdrias e de tubos de ensaios (utilizados sempre em
maior volume) (Figs. 1 e 2).
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Figura 1. Porcentagens de utilizagdo das diferentes vidrarias no laboratério
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Figura 2. Porcentagens de utilizagao dos diferentes equipamentos



Os equipamentos que necessitavam manutencao fo-
ram listados e armazenados em local préprio para aguar-
do de reparos e aqueles de uso reduzido foram retirados
das bancadas e armazenados em locais adequados. Com
a eliminacdo dos itens desnecessarios e de fontes de su-
jeira (como por exemplo, equipamento sem condicdes de

Figura 3. Equipamentos para manutencao armazenados em local préprio

Figura 4. Retirada de equipamentos e liberacao de espaco

uso) espacos foram disponibilizados, gerando melhoria
nas acomodacdes de materiais e obtencdo de visual mais
limpo (Figs 3 e 4). Conseqlientemente, observou-se maior
facilidade de busca de qualquer material devido a facilida-
de de visualizacao.
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0s pop’s (Procedimentos Operacionais Padrdo) foram
revisados e disponibilizados buscando-se evitar utilizacao
inadequada dos instrumentos, o que pode permitir, a mé-
dio e longo prazo, reducdo de gastos com manutencao dos
equipamentos.

Um problema também detectado no laboratério foi
relativo aos materiais empregados em experimentos de ini-
ciacdo cientifica, pois muitas vezes, ficavam em locais ndo
especificos, sem a devida identificacdo, o que impedia o

Figura 5. Materiais e reagentes de iniciacao cientifica encontrados no laboratério

A seguir, substancias (matérias primas e reagen-
tes) e vidrarias foram agrupadas e classificadas. Diversos
reagentes e matérias primas estavam dispostos aleato-
riamente em armarios com portas de vidros acarretan-
do um visual ndo agradavel além de ficarem expostos
a luz indireta (Fig. 6 superior). Assim, esses materiais
foram realocados em arméarios fechados sob as banca-
das e identificados (Fig. 6 inferior). As vidrarias esta-
vam armazenadas sob as bancadas, sem identificacao, o
que dificultava o acesso (Fig. 7 superior). Essas vidrarias

Tabela 1. Cores empregadas na identificacao

descarte por parte dos funcionarios do laboratério (Fig. 5).
Para resolucdo desta situacdo foram designados espacos
sob bancadas para o armazenamento das substancias, ma-
térias e reagentes dos alunos de iniciacdo cientifica. Além
disto, para minimizar o acimulo de materiais oriundos dos
projetos de iniciacdo cientifica foi proposto um formula-
rio contendo nome do aluno, inicio do projeto, término, e
nome do orientador. A partir desses dados esses materiais
puderam ser adequadamente armazenados ou descartados.

foram distribuidas em armarios com portas de vidro e,
0s mesmos, receberam etiquetas com cores especificas
contendo nome (por ordem alfabética) e volume de cada
vidraria (Fig. 7 inferior). Essa metodologia de identifica-
cdo foi feita para todos os outros tipos de materiais. A
identificacdo dos materiais com diferentes cores (Tabela
1) e nomenclatura visivel foi colocada para facilitar o
acesso de funcionarios, alunos e estagiarios e resolveu
de forma satisfatoria o problema de visualizacdo e prote-
cdo da luz.

Emprego Cor de identificacao

Vidraria

Etiqueta Amarela

Materiais especificos de professores
e alunos de iniciagao cientifica

Etiqueta Cinza

Demais materiais

Etiqueta Azul
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Figura 6. Matérias primas e reagentes armazenadas em armarios com portas de vidro, Figura 7. Vidrarias com diferentes volumes e sem identificagcao, antes da implantagédo
antes da implantagao do 5S (superior) e matérias primas ap6s da implantagao do 5S do 5S (superior) e vidrarias apds da implantacao do 5S (inferior).
(inferior).




CONCLUSOES

A melhor distribuicdo e racionalizacdo do espaco
fisico geraram um ambiente propicio e mais adequado
para realizacdo de trabalhos relacionados ao ensino e
pesquisa, tanto para os alunos, quanto para os fun-
cionarios e professores. A reorganizacao e distribui-
cdo dos aparelhos e vidrarias facilitaram a utilizacao
e acesso dos mesmos. A implantacdo dos formularios
contendo data de término dos projetos de iniciacao
cientifica proporcionou melhor controle de descarte
destes materiais.

No entanto, a manutencdo da organizacdo esta-
belecida depende de uma mudanga de comportamen-
to por parte de todos os usuarios, que muitas vezes,
resistem as mudancas propostas. Além disto, para o
sucesso e melhoria continua o Programa 5S deve ser
constantemente reavaliado, sendo necessario que gru-
pos de trabalho reinam-se para verificar a continuidade
do programa e propor novas agdes. Todos os funcio-
narios devem ser cientes da importancia das pessoas
para o sucesso do programa e melhoria da qualidade
de servicos prestados. Este processo de organizacdo so
pode ser mantido adequadamente e aprimorado conti-
nuamente se as pessoas que utilizam o laboratério no
dia-a-dia se reeducarem.
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INTRODUCAO

Por um longo periodo de tempo, plantas tém sido
uma das fontes de produtos naturais para a manutencdo
da sadde humana. As mais diversas enfermidades tém sido
tratadas com chas, sucos, tinturas, banhos, cataplasmas e
ungiientos, preparados a partir de parte das plantas (RO-
BERTS et al., 1997).

As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de
plantas medicinais contribuem, de forma relevante, para
a divulgacao das virtudes terapéuticas dos vegetais, pres-
critos com fregiiéncia, pelos efeitos medicinais que pro-
duzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos
conhecidos, mas tornando vélidas informagdes terapéuti-
cas que foram sendo acumuladas durante séculos (MACIEL
et al., 2002). Porém, desde o advento dos antibiéticos,
0 uso de derivados de plantas como antimicrobianos tem
sido virtualmente inexistente (COWAN, 1999).

Embora as inddstrias quimicas e farmacéuticas te-
nham produzido uma imensa variedade de diferentes an-
tibidticos nos altimos tempos, cada vez mais tem sido
observado o aumento de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos disponiveis no mercado, incentivando
a busca de novas fontes de substdncias com atividades
antimicrobianas. Além disso, a alta incidéncia de infec-
¢des, principalmente em individuos imunocomprometi-
dos, aumenta a importdncia da procura e da descoberta
de compostos terapéuticos alternativos. De acordo com a
Organizacao Mundial de Sadde, plantas medicinais deveria
ser a melhor fonte para obter-se uma variedade de drogas
(PRASHAR et al., 2003).

Sendo assim, pesquisas voltadas para o estudo e a
avaliacdo de produtos naturais como terapéuticos e prin-
cipalmente com atividade antimicrobiana devem ser es-
timulados no intuito de criar novas drogas. Dentro desse
contexto, os estudos com plantas utilizadas na medicina
popular representam prioridade na Amazodnia, pela varie-
dade e riqueza de sua flora.

No Brasil encontram-se cerca de 20% das 250 mil
espécies medicinais catalogadas pela Organizacdo das
Nacdes Unidas, facilitando o aproveitamento do poten-
cial curativo dos vegetais para o tratamento de doencas
(DRUMOND et al., 2004). Na Amazonia existe grande di-
versidade vegetal, onde se encontram muitas plantas com
propriedades medicinais e, que durante milénios sao utili-
zadas pelas comunidades nativas.

0 projeto “Padronizacao de Preparac¢des Tradicionais
a Base de Plantas Medicinais para o Desenvolvimento de
Fitoterapicos” realizado pelo Programa Pobreza e Meio
Ambiente (POEMA) do Niicleo de Meio Ambiente (NUMA)
da Universidade Federal do Para (UFPA) caracterizou al-
gumas espécies vegetais de uso medicinal tradicional
visando o aproveitamento em fitoterapicos. A triagem
das plantas através de questionario etnofarmacéutico,
selecionou espécies vegetais utilizadas para doencas que
possam ter como agentes bactérias ou fungos (BARBO-
SA & PINTO, 2001). A partir desta selecdo foi avaliada,
no presente trabalho, a atividade antimicrobiana de seis
espécies utilizadas na medicina popular da Amazénia,:
Psidium guajava L. (goiabeira), Bryophyllum calycinum
Salisb (pirarucu), Eleutherine plicata Herb (marupazi-
nho), Uncaria guianensis (Aubl.) Gmelin (Unha de gato),
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Arrabidaea chica (HKB) Verlot (pariri) e Mansoa alliacea
(Lam.) A.H. Gentry (cip6 d’alho).

MATERIAL E METODOS

Coleta e Identificacao:

As plantas foram coletadas no horto de plantas me-
dicinais da EMBRAPA Amazonia Oriental e identificadas
no Laboratério de Botédnica desta Instituicdo sendo uma
exsicata depositada no Herbario da EMBRAPA Amazbnia
Oriental. As seis espécies vegetais, distribuidas em fami-
lia, nome local, 6rgdo testado e uso popular estdo descri-
tas no Tabela 1.

Preparacao dos extratos:

As analises foram realizadas segundo as metodo-
logias utilizadas pelo Laboratério de Fitoquimica do De-
partamento de Farméacia (BARBOSA et al 2004). Para a
obtencdo dos extratos etandlicos bruto as folhas frescas
de goiabeira, pirarucu, unha-de-gato, pariri, cip6 d’alho e
bulbos de marupazinho, apés a limpeza, foram deixadas
por 7 dias a temperatura ambiente e 2 dias em estufa de
ventilacdo separadamente para secagem. O material ve-
getal foi entdo triturado e macerado por duas semanas,
isoladamente, em 1500 mL de etanol a 95%. Em segui-
da, os macerados foram filtrados e concentrados a baixa
pressdo a 50°C em evaporador rotatdrio. O concentrado
foi colocado em estufa por 24 h a 45°C. A partir destes
concentrados foram preparadas as solugdes para testes de
atividade antimicrobiana.

Microorganismos:

Os microrganismos testados foram cepas padrdo
American Type Colection Culture (ATCC) de Staphyloccoc-
cus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) e Candida albicans
(ATCC 10231) recomendadas para testes de suscetibilidade
aos antimicrobianos (CLSI, 2003a).

Preparacao do inoculo:

0Os in6culos foram preparados tomando-se 3 a 4 col6-
nias da cepa isolada em agar Muller-Hinton e diluidas em
solucdo salina a 0,85% até atingir a turbidez corresponden-
te ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland (CLSI, 2003a).

Avaliacao Preliminar da atividade antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos ex-
tratos etanélicos bruto foi empregado o método de disco
difusdo em agar, baseado na técnica descrita por (BAUER
et al. 1996). Cada suspensdo de microrganismo foi seme-
ada (em triplicata), com auxilio de um swab descartavel,
em toda a superficie de meio agar Muller Hinton. Em se-
guida foram adicionados discos de papel filtro (Whatman
- tipo 3), de 6 mm de didmetro, impregnados com 10 pL
de cada extrato das plantas testadas em uma concentra-
¢do de 500 mg/mL dissolvidos em DMSO. Ap6s incubacdo
das placas a 35°C por 24 h foi realizada a leitura dos
resultados medindo-se o halo formado ao redor dos discos
contendo os extratos. Foi considerado como resultado fi-
nal de cada extrato a média das 3 medidas e como susce-
tivel halo igual ou acima de 8 mm de diametro (PAREKH &
CHANDA, 2007; SANTOS et al 2007).

Tabela 1. Espécie vegetal, familia, nome local, 6rgdo testado e uso popular

Espécie vegetal Familia Nome local Orgao testado Uso popular
Psidium guajava L Myrtaceae Goiabeira Folhas Inflamagoes_ da b_oc_a,
desordens intestinais
Bryophyllum calycinum Crassulaceae Pirarucu, Folha da Folhas Analgésica, antimicrobiana,
Salisb fortuna antidiabética,
Eleutherine plicata Iridaceae Marupazinho, Marupa, Bulbo Diarréias e amebiases
Herb Marupai
Uncaria guianensis . Gastrite, Ulcera, diarréia,
ubl.) Gmelin Bl artrite
(Aubl.) Gmeli Rubiaceae Unha-de-gato Folhas rrit
Arrabidaea chica (HKB) . . - . " Antiinflamatério, agente
Bignoniaceae pariri, crajiru, cipo-cruz Folhas . .
Verlot adstringente, anemia
Mansoa alliacea (Lam.) . . s - Anti-reumaticos, antiartriticos,
AH. Gentry Bignoniaceae Cip6 d’alho, cipé-alho Folhas resfriados
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Determinacao da concentracao inibitoria minima:

Os extratos testados que apresentaram atividade an-
timicrobiana na avaliacdo preliminar foram submetidos a
determinacdo da CIM pela técnica de microdiluicido em
caldo (CLSI 2003b; BERTINI et al 2005; LIMA et al 2006;
SANTOS et al 2007).

Os testes foram realizados em caldo Muller Hinton
contidos em placa “Sensitive microtiter” de 96 pocgos, es-
terilizada, e utilizadas em analises de ELISA. Uma aliquota
de 10 pL de cada extrato nas concentragdes de 500, 250,
125, 62,5, 31,25 e 15,63 mg/mL foi depositada em cada
poco da placa contendo caldo Muller Hinton e suspen-
sao de microrganismos para um volume final de 200 pL
em cada poco. Foi realizado controle do extrato, do caldo
Muller Hinton, das suspensdes de microrganismos, de clo-
ranfenicol e de nistatina.

As placas foram cobertas com parafilme e incubadas
a 35°C por 24 horas. A leitura foi realizada em leitor de
ELISA no comprimento de onda de 650 nm (LIMA et al
2006). Foi considerada como CIM a menor concentracao
do extrato capaz de inibir o crescimento microbiano.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Nao existe um consenso sobre o nivel aceitavel para
extratos de plantas quando comparados com antibidticos
padrdes. Alguns autores consideram somente resultados
similares aos de antibidticos conhecidos, desde que se
trabalhe com uma fragdo ja determinada (ALIGIANIS et
al., 2001). Entretanto, como trabalhamos com extrato
bruto das plantas, seguimos o critério sugerido por HO-
LETZ et al., (2002) (Tabela2). A maior concentracdo de ex-
trato empregada no presente trabalho, foi de 500 mg/mL,
uma vez que em concentragdes mais altas, as solucdes dos
extratos ndo permitiram uma absorcdo total nos discos,
além da intensa coloracdo que prejudicava a leitura dos
resultados. Para HOLETZ et al., (2002) extratos vegetais
que apresentam atividade antimicrobiana em concentra-
¢oes acima de 500 mg/mL possuem fraca atividade, sendo
de dificil aproveitamento farmacéutico no tratamento de
infecgdes bacterianas ou fingicas.

Apenas o extrato de Mansoa alliacea (Lam.) A.H.
Gentry (cip6 d'alho) ndo apresentou atividade contra ne-
nhum dos organismos testados (Tabela 1), ndo justifican-
do, portanto, sua utilizacdo no tratamento de doencas
infecciosas causadas por estes microrganismos (S. aureus,
P. aeruginosa, E. coli e C. albicans).

Na verificacdo preliminar da atividade antimicrobia-
na das folhas de Psidium guajava L. (goiabeira) (Tabela
3) foi observada atividade antibacteriana contra S. au-
reus e P. geruginosa e antiflngica frente a C. albicans. Na
determinacdo da concentracdo inibitoria minima, o EEB
de goiabeira foi ativo até a concentragdo de 125 mg/mL
frente aos microrganismos testados (Tabela 2). Embora o
extrato de goiabeira possa ter apresentado CIM na mesma
concentracao contra todos os microrganismos testados,
os halos formados nos testes de difusdo contra C. albicans
foram maiores, sugerindo uma melhor agdo contra fungos.
0 extrato de P. guajava foi relatado com atividade antimi-
crobiana para S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli, P. aeru-
ginosa e C. albicans por HOLETZ et al 2002 e por GNAN &
DEMELLO, 1999. Ja os resultados de GONCALVES et al 2005
constataram acdo contra Streptococcus pyogenes, Proteus
mirabilis e S. aureus, nao constando acao frente a E. coli
e P. geruginosa. A atividade contra C. albicans foi relatada
também por PESSINI (2003), ALVES et al. (2006) e NAIR
& CHANDA (2007), enquanto que MARTINEZ et al (1997)
ndo encontraram esta atividade em amostras de Cuba.

Na verificagdo preliminar da atividade antimicrobia-
na o extrato de Bryophyllum calycinum Salisb apresentou
atividade contra S. aureus e P. aeruginosa, entretanto, nao
revelou atividade contra a bactéria Gram-negativa E. coli e
contra o fungo leveduriforme Candida albicans. (Tabela 3).

Quando realizada a determinacao da concentracao
inibitéria minima, o extrato de pirarucu foi ativo até a
concentracao de 250 mg/mL frente a P. aeruginosa e 500
mg/mL contra S. aureus (Tabela 3).

Na verificagdo preliminar da atividade antimicrobia-
na o extrato de Eleutherine plicata Herb (marupazinho)
apresentou atividade contra S. aureus e C. albicans. (Ta-
bela 3). 0 marupazinho mostrou melhor atividade contra a
bactéria Gram-positiva S. aureus com CIM de 62,5 mg/mL,
ja o CIM contra C. albicans foi de 250 mg/mL (Tabela 2).

Tabela 2. Critérios para aceitacdo da atividade antimicrobiana de extratos brutos e plantas (HOLETZ et al., 2002).

CIM DO EXTRATO BRUTO RESULTADO

Abaixo de 100 mg/mL

Boa atividade antimicrobiana

Entre 100 e 500 mg/mL

Moderada atividade antimicrobiana

Entre 500 e 1000 mg/mL

Fraca atividade antimicrobiana

Acima de 1000 mg/mL

Inativo
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Na verificacdo preliminar da atividade antimicrobiana do
extrato de Uncaria guianensis (Aubl.) Gmelin (unha-de-ga-
to) foi observada atividade antibacteriana apenas contra
S. aureus (Tabela 3) apresentando um CIM de 62,6mg/ml
(Tabela 4).

Ja o extrato etanélico bruto de Arrabidaea chica
(HKB) Verlot (pariri) apresentou atividade antibacteria-
na contra S. aureus e coli, e antifiingica frente a leve-

dura C. albicans. (Tabela 3). Com CIM de 62,5 para S.
aureus, de 250mg/ml para E. coli e de 500mg/ml para C.
albicans.

Considerando os critérios sugeridos por HOLETZ et
al (2002) os melhores resultados obtidos foram contra S.
aureus, para Eleutherine plicata, Uncaria guianensis e Ar-
rabideae chica representando um CIM abaixo de 100 mg/
ml (62,5mg/ml).

Tabela 3. Avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos etanélicos brutos de Psidium guajava (goiabei-
ra), Bryophyllum calycinum (pirarucu), Eleutherine plicata (marupazinho), Uncaria guianensis (unha de gato), Arrabidaea
chica (pariri) e Mansoa alliacea (cip6 d’alho) através da técnica de disco difusdo em agar.

Espécie Vegetal Microorganismo Atividade antimicrobiana Halo (mm)
S. aureus + (12mm)
E. coli - -
Psidium guajava
P aeruginosa + (11 mm)
C. albicans + (17 mm)
S. aureus (11 mm)
E. coli - -
Bryophyllum calycinum
P aeruginosa + (14 mm)
C. albicans - -
S. aureus + (19 mm)
E. coli - -
Eleutherine plicata
P. aeruginosa - -
C. albicans (12 mm)
S. aureus + (12 mm)
E. coli - -
Uncaria guianensis
P. aeruginosa - -
C. albicans - -
S. aureus + (14 mm)
E. coli (10mm)
Arrabidaea chica
P. aeruginosa - -
C. albicans + (10 mm)

Tabela 4. Determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) em mg/mL dos extratos etanélicos brutos de Psidium
guajava, Bryophyllum calycinum, Eleutherine plicata, Uncaria guianensis e Arrabidaea chica através da técnica de micro-

diluicdo em caldo.

Espécie Vegetal S. aureus E. coli P. aeruginosa C. albicans
Psidium guajava 125mg/mL - 125mg/mL 125mg/mL
Bryophyllum calycinum 500mg/mL - 250mg/mL -
Eleutherine plicata 62,5mg/mL - - 250mg/mL
Uncaria guianensis 62,5mg/mL - - -
Arrabidaea chica 62,5mg/mL 250mg/mL - 500mg/mL
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CONCLUSAO

Neste estudo, observaram-se plantas com ativi-
dade antimicrobiana in vitro comprovada (goiabeira,
unha-de-gato, pirarucu, marupazinho e pariri). Embora
os resultados obtidos fundamentem o uso destas plantas
como antimicrobiano na terapéutica popular, ndo é reco-
mendada, sem estudos mais avancados, a sua utilizacdo
no tratamento de infeccdes severas.

Estes resultados apresentam uma expressiva contri-
buicdo para a caracterizacdo da atividade antimicrobiana
das plantas utilizados na medicina popular da Amazénia,
colaborando com a busca por novas substancias, a partir
de fontes naturais, que ajudem a combater a expansao da
resisténcia microbiana.

Sugere-se a continuacdo de estudos contra micror-
ganismos multiresistentes isolados de processos clinicos
e a agdo em menores concentragdes associados com an-
tibidticos, para observar o possivel efeito sinérgico dessa
associacao.
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INTRODUCAO

0 Controle da Qualidade é o processo regulador atra-
vés do qual a inddstria mede o desempenho de qualidade
real, compara-o com padrdes estabelecidos e atua sobre
as diferencas (ANSEL, 2000).

Para as IndGstrias esta em vigéncia a RDC 210/2003
a qual estabelece as Boas Praticas de Fabricacdo de Medi-
camentos. Diz esta, que a responsabilidade pela qualidade
dos produtos farmacéuticos é do fabricante, que devera
assegurar a confiabilidade dos mesmos com relacdo aos
fins para os quais tenham sido produzidos, ndo colocando
os pacientes em risco, em funcao de sua inadequabilidade
em termos de seguranca, qualidade ou eficacia. A produ-
¢do de medicamentos de alta qualidade e a conservacao
desta, durante todo o processo de comercializa¢do, in-
teressa tanto aos fabricantes, quanto aos consumidores
(BRASIL a, 2003).

Ja para as farmacias de manipulacdo vigora a RDC
67/2007 a qual preconiza as Boas Praticas de Manipulacao
de Preparacdes Magistrais e Oficinais para uso Humano em
Farmacia. Tendo por objetivo principal garantir a quali-
dade, seguranca, efetividade e promocdo do uso seguro e
racional das preparacoes.

Os medicamentos administrados por via oral em
forma seca, capsulas e comprimidos, sdo os usados com
maior freqiiéncia. Sdo eficientes e proporcionam facilida-
de de manipulacdo, identificacdo e administracdo para o
paciente (ANSEL, 2000).

Para muitas enfermidades, o regime terapéutico ide-
al é aquele em que a concentracdo terapéutica do farmaco
requerida é atingida de modo imediato no local de acao,
e depois & mantida constante durante o tempo previsto
para o tratamento. No entanto, existem muitos casos em
que ha necessidade de fazer uso de sistemas de liberagao
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modificados, visando eliminar ou reduzir as concentracdes
plasmaticas ciclicas observadas apds a administracdo de
sistemas de liberagdo convencionais de farmacos em pa-
cientes, de acordo com um regime terapéutico especifica-
do (AUTON, 2005).

A aplicacdo de revestimento a comprimidos e cap-
sulas baseia-se normalmente em: mascarar sabor, cheiro
ou a cor de algum farmaco; conferir uma protecao fisica
ou quimica ao farmaco; controlar a liberagdo do farmaco;
proteger o farmaco no estémago do seu meio com um
revestimento entérico gastro-resistente; entre outros (LA-
CHAMAN, 2001).

0 revestimento entérico é caracterizado por tolerar
bem o pH acido do estdémago e por desintegrar-se rapida-
mente no pH intestinal. Esta forma de revestimento tem
sido muito empregada, normalmente as formas farmacéuti-
cas comprimidos, granulados e capsulas (FERREIRA, 2006).

Ha varios tipos de revestimentos utilizados e a cada
dia novas formas sdo pesquisadas e testadas. Para assim,
conseguir um revestimento com mais qualidade, seguran-
¢a, boa aparéncia e aceitacdo. Revestimentos esses que
devem atender a certos critérios para posterior utilizacdo
e dispensacdo (LACHMAN, 2001).

As formas farmacéuticas gastro-resistentes também
conhecidas por enterossoldveis ou de liberagao retardada,
sdo aquelas que devem resistir sem alteragdes, a acao do
suco gastrico, ou seja, impedir o ataque do medicamento
pelo suco gastrico durante a permanéncia no estémago,
que em alguns casos pode ser de até mais de duas horas,
e somente desagregar-se no suco intestinal (FERREIRA,
2000; PRISTA, 1995). Entre alguns dos materiais usados
nos revestimentos entéricos encontram-se goma laca, fta-
lato de hidroxipropilmetilcelulose, acetoftalato de polivi-
nil, acetoftalato de celulose, e em proporcdes menores o
formaldeido.



Goma Laca

A goma laca encontra-se disponivel na forma de
flocos ou pd insipido com leve odor ou inodoro. Quan-
do utilizada para fins farmacéuticos deve ser purificada
ou alvejada. Devido a sua origem natural, a goma laca
constitui um material de revestimento entérico adequa-
do para fitofarmacos e aditivos alimentares, onde muitas
vezes o uso de polimeros sintéticos é incompativel com
a imagem do produto. A natureza dos componentes da
goma condiciona a sua solubilidade em pH alcalino (FER-
REIRA, 2006).

A goma laca como revestimento entérico ndo é
sempre segura, podendo originar perturbacdes intesti-
nais ao se transformar em resinatos alcalinos. Por ou-
tro lado, como a sua desintegracdo s6 ocorre quando
ha uma apreciavel alcalinidade no meio, podendo vir
a dissolver-se somente na porcdo terminal do jejuno,
pode prejudicar, eventualmente, a absor¢do do farmaco
(PRISTA, 1995). A adicao de aditivos hidrofilicos, como
0 acido sérbico, que atua como um plastificante, tem
demonstrado reduzir a temperatura de transicdo vitrea
dos filmes da goma, diminuindo efetivamente os tempos
de desintegracao simulados em tampao fosfato pH 6,8,
enquanto o comportamento em HCL 0,1 N permaneceu
inalterado (FERREIRA, 2006).

Ftalato de Hidroxipropilmetilcelulose

Outros trés polimeros gastro-resistentes foram de-
senvolvidos através da esterificacdo do ftalato de hidro-
xipropilmetilcelulose NF com anidro ftalico, e sdo comer-
cializados como HPMCP 50, 55 e 55S, também conhecidos
como HP-50, HP-55 e HP-55S. Estes polimeros dissol-
vem-se para valores de pH mais baixos, entre 5 e 5,5. Para
as preparacdes gastro-resistentes recomenda-se a HP-55
(LACHMAN, 2001).

Acetoftalato de Polivinil

0 PVAP é fabricado por esterificacdo do acetato de
polivinilo parcialmente hidrolisado. Este polimero é idén-
tico a HP-55 quanto a estabilidade dependendo a sua
solubilidade do pH. E fornecido como sistema gastro-re-
sistente pronto a usar ou pronto a dispersar (LACHMAN,
2001; WADE & WELLER, 1994).

Acetoftalato de Celulose

0 acetoftalato de celulose (CAP) tem sido bastante
usado na inddstria. Tem a desvantagem de dissolver uni-
camente em pH 6 e de retardar a absorcdao dos farmacos.
Também é higroscopico e relativamente permeavel a uni-
dade e aos meios gastricos em comparacdo com outros
polimeros entéricos. Os filmes de acetoftalato de celulose
sdao quebradicos, normalmente formulados com materiais

que promovam a formacdo do filme de natureza hidrofo-
bica ou de adjuvantes para alcancar um melhor filme gas-
tro-resistente (LACHMAN, 2001; WADE & WELLER, 1994).

Formaldeido

Outro método utilizado para tornar capsulas gas-
tro-resistentes é a utilizacdo de substancias desnaturan-
tes como o formaldeido, sais de ferro e de cromo.

A principio se utilizava as solucdes de formaldeido
bastante concentradas, mas foi observado que esta técni-
ca originava um endurecimento imediato dos invélucros
gelatinosos, como conseqiiéncia os respectivos tempos de
desintegracdo eram inconstantes e, por vezes, bastante
elevados o que in vivo poderia significar uma nao desin-
tegracdo das capsulas a nivel entérico afetando a bio-
disponibilidade e eficacia do farmaco veiculado. Por este
motivo, recomenda-se a utilizacdo de solucdes de formol
menos concentradas, na forma de solucdes alcoélicas con-
tendo de 1 a 5% de formaldeido (PRISTA, 1995).

0 nifedipino pertence a um grupo de substancias co-
nhecidas como bloqueadores de canal de calcio, ou seja,
inibem a entrada de calcio para o interior das células es-
triadas cardiacas e lisas das coronarias e redes arteriais
sistémicas. Atua principalmente como vasodilatador, di-
minuindo a resisténcia a passagem do sangue. Assim, o
sangue corre mais livre pelas veias e artérias, e isso faz
diminuir a pressao. 0 tratamento da pressdo alta diminui
o risco de ocorrerem complicagdes no coragao, no cérebro
e nos vasos sangiiineos. 0 nifedipino, conforme Figura 1,
serve também para tratar a dor no peito, conhecida como
angina do peito da doenca coronaria, porque essa subs-
tancia ativa faz com que chegue mais sangue ao coracdo
(HARVEY,1998).

NO,
H,CO0C COOCHj
HaC N CH,

|
H

Figura 1. Estrutura quimica do nifedipino.

Fonte: Farmacopéia Brasileira 1V, 1996.

0 tratamento com esse medicamento deve, na medi-
da do possivel, ser individualizado levando em considera-
¢do a intensidade da doenca e a resposta do paciente. De-
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pendendo de cada caso, as doses devem ser introduzidas
gradualmente. No caso de disfuncdo hepatica, deve-se ter
cautela nas administragdes, podendo até ter uma redugao
na dosagem (ACHE, 2004).

0 objetivo principal desse trabalho foi avaliar a qua-
lidade nos comprimidos de referéncia, similar e capsulas
manipuladas do farmaco nifedipino 20mg, liberacdo re-
tardada. Cabe salientar que as capsulas manipuladas sdo
também designadas de medicamento similar. Esse estudo
visou determinar se realmente esses medicamentos ndo
desintegrariam em pH 4cido, ou seja, no estémago como
determina a literatura. Ainda, verificar a existéncia ou ndo
de diferencas entre as apresentac¢des analisadas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados comprimidos e capsulas manipu-
ladas de nifedipino 20mg, de liberacdo retardada. 0 me-
dicamento similar (capsulas) utilizado nesse trabalho foi
manipulado e revestido com formaldeido a 2%, em Far-
macia Magistral, as outras duas amostras, comprimidos
de referéncia e similar foram adquiridas em uma farmacia
comercial.

Procedeu-se uma ampla revisdo bibliografica sobre
o revestimento de comprimidos e capsulas de liberacdo
retardada. Em sequida realizou-se um estudo experimental
para avaliar a qualidade desses medicamentos. As amos-
tras foram assim denominadas: amostra R (comprimidos
de referéncia), amostra S (comprimidos similar) e amostra
M (capsulas manipuladas).

Curva de calibracao

Linearidade é a capacidade de uma metodologia ana-
litica de demonstrar que os resultados obtidos sdo direta-
mente proporcionais a concentracdo do analito na amos-
tra, dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se
que a linearidade seja determinada pela analise de, no mi-
nimo, cinco concentracdes diferentes (BRASIL b, 2003).

Para elaborar a curva de calibracdo, pesou-se exa-
tamente, 0,01 g de nifedipino matéria prima adquirida
da distribuidora Galena com lote n°0608040701, transfe-
riu-se para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se
o volume com metanol. A sequir, retiraram-se aliquotas
de 4,0; 8,0; 12; 16; e 20 mL, respectivamente, que foram
diluidas em baldes volumétricos de 50 mL, obtendo-se
concentracoes 8,0; 16; 20; 24 e 28 ug/mL.

A leitura das absorbancias das amostras foi reali-
zada por espectrofotometria na regido do ultravioleta. O
procedimento foi realizado em triplicata. Os dados ob-
tidos foram analisados no Excel 7.0, sendo que o valor
obtido com a curva, quanto mais proximo de 1, maior a
probabilidade de existir uma relacdo linear definida entre
as variaveis X (concentracdo) e Y (absorbancia) (VIEIRA,
1989; VOGEL, 1992).

Tanto a técnica de doseamento quanto a curva de
calibracdo foram realizadas nas condi¢des conforme des-
creve a Tabela 1.

Tabela 1. Condicdes experimentais utilizadas para a exe-
cucao do método por espectrofotometria na regido do
Ultra-Violeta.

Caracteristicas Descricao

Diluente Metanol

Quartzo com 1 cm
de percurso o6tico

350 nm

Cubeta

Comprimento de onda

Peso Médio

Foram pesados, individualmente, 20 comprimidos e
capsulas de cada amostra em balanga analitica (OHAUS
modelo AS200S). Apos determinacdo dos pesos individu-
ais foram calculados o peso médio, o desvio padrdo, o co-
eficiente de variacdo, o limite inferior e o limite superior
de confianca. Os resultados obtidos foram comparados as
especificagdes da Farmacopéia Brasileira IV (1988), con-
forme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Limite de variacdo de peso em formas farmacéuticas

Forma farmacéutica

Peso médio ou valor nominal declarado

Limite de variacao

. . Até 300mg +10%
Capsulas gelatinosas Duras Acima de 300mg +7.5%
Até 25 mg + 15%

L ) Entre 25 e 150mg + 10%
Comprimidos Revestidos Entre 150 & 300mg + 7.5%
Acima de 300mg + 5,0%

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 1988.
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Teste Tempo de Desintegracao para Formas de Libera-
¢do Entérica

0 teste tempo de desintegracdo foi realizado em um
desintegrador (Nova Etica modelo 301 AC) conforme des-
crito na Farmacopéia Brasileira IV (1988). Durante o teste
os comprimidos e capsulas sdo colocados individualmente
em cada um dos seis tubos da cesta e, com um dispositivo
mecanico, a cesta é suspensa e mergulhada no liquido de
imersdo apropriado, com freqiiéncia entre 29 e 32 ciclos
por minuto.

A Farmacopéia Brasileira IV (1988) estabelece que
comprimidos e capsulas de liberagdo entérica ndo devem
se desintegrar, apés 60 minutos de teste em HCl 0,1M, a
37°C + 1°C, e devem se desintegrar totalmente na solugao
de tampao fosfato, pH 6,8, findo o tempo estabelecido na
monografia, ou 45 minutos.

Doseamento

0 doseamento consiste em comparar as absorban-
cias de solucdes de referéncia e das amostras, preparadas
nas concentracdes especificadas nas monografias, em con-
dicdes experimentais idénticas.

A técnica de doseamento utilizada sera por Espec-
trofotometria de Absorcdo na regido do ultravioleta, con-
forme descrito na Farmacopéia Brasileira IV (1996).

De acordo com a Farmacopéia Brasileira IV (1996),
as capsulas de nifedipino devem conter no minimo 90%
e, no maximo, 110% da quantidade indicada de C ,H N0,
Para os comprimidos, mantém-se os valores supracitados
de acordo com a USP 29 (2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de calibracdo é muitas vezes considerada
como uma maneira de estabelecer a exatiddao de um siste-
ma de medicdo, ou seja, o grau de concordancia entre o
resultado de uma medicdo e um valor verdadeiro conven-
cional do mensurando (MODELAGEM, 2003).

Na obtencdo da curva de calibracdo foram utilizadas
cinco concentracdes de nifedipino (Galena) e suas respec-
tivas absorbéncias, como mostra a Figura 2. O coeficiente
de correlacdo obteve valor igual a 0,9954, indicando a
linearidade do método pois esta proximo de 1 como exige
a monografia.

CURVADE CALIBRAGAO

0,6 y = 0,0236x - 0,0828
R? = 0,99

absorbancia

0 5 10 15 20 25 30

concentragao

Figura 2. Representacéo gréfica da curva de calibragao do nifedipino obtida através do
método espectrofotométrico na regido do ultravioleta.

Os resultados de peso médio (Tabela 3) indicam que
os comprimidos e capsulas das trés amostras cumpriram
com as especificacdes propostas pela Farmacopéia Brasi-
leira IV (1988). Dentre as amostras estudadas, as capsulas
(amostra M) apresentaram o maior coeficiente de varia-
¢do, 2,77%; as amostras R e S, 1,31% e 2,5%, respectiva-
mente.

Na Tabela 4, pode-se verificar que em relacdo ao
tempo de desintegracdo, tratando-se do meio &cido, a
amostra S foi a (nica que cumpriu com as especifica-
¢Oes preconizadas pela Farmacopéia Brasileira IV (1988),
sendo que as amostras R e M desintegraram em menos
de 10 minutos. Em meio basico, os resultados das trés
amostras mantiveram-se, com isto, a amostra S deixa de
cumprir as especificacdes do compéndio oficial supraci-
tado.

Testes realizados por outros autores em comprimidos
retard, também apontam divergéncias com os resultados
obtidos

Tabela 3. Resultados do peso médio, desvio padrao, CV%, LS e LI dos comprimidos e capsulas manipuladas de nifedipino

de liberacdo retardada 20 mg.

Referéncia (R) Similar (S) Manipulado (M)
Média 0,0917 0,1716 0,1602
DP 0,0012 0,0043 0,0044
CV % 1,31 2,5 2,77
LS 0,1054 0,1968 0,1762
LI 0,0779 0,1458 0,1441

Legenda: DP - desvio padrao; CV% - coeficiente de variagdo; LS - limite superior; LI — limite inferior.
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De acordo com Barroso (2007), a qual avaliou a ca-
pacidade de gastroresisténcia de comprimidos revestidos
de diclofenaco de s6dio 50mg, no teste tempo de desin-
tegracdo, segundo a USP 23/ NF 18, onde foram anali-
sadas cinco amostras de diferentes fabricantes, quando
submetidas ao fluido gastrico simulado, nao houve sinal
de desintegracdo durante o periodo estipulado, o que
provou a resisténcia gastrica dos comprimidos. Ja, os
mesmos comprimidos quando submetidos ao fluido in-
testinal, das cinco amostras analisadas, trés, ndo se
desintegraram no tempo preconizado, e, portanto, nao
passaram no teste de qualidade, pois também indicam
que provavelmente nao atingiriam os efeitos terapéuti-
cos desejados.

Porém Ferreira (2006) obteve resultados satisfa-
torios ao produzir capsulas retard de diclofenaco de
sodio, previamente seladas com solucdo alcoélica a 50
% e revestidas com uma solucdo orgdnica contendo
acetoaftalato de celulose ou com Eudragit L 100. Ele
conclui a viabilidade da obtencdo magistral de cap-
sulas de liberacdao entérica com relativa estabilidade,
no entanto é imprescindivel a verificacdo da qualidade
das mesmas através da realizacdo do teste de desinte-
gracdo e/ou do teste de dissolugdo para confirmar sua
estabilidade.

Tabela 4. Resultados obtidos na desintegracdo de com-
primidos e céapsulas manipuladas nas apresentacgdes de
referéncia e similar.

Referéncia Similar Manipulado
(R) (S) (M)
Acido D ND D
Bésico D ND D

Legenda: D - Desintegrou; ND — Nao Desintegrou.

Na técnica de doseamento, conforme os resultados
apresentados na Tabela 5, a amostra R cumpriu com as
especificacoes da literatura. As amostras S e M ndo cum-
priram com as exigéncias estabelecidas na monografia
oficial do farmaco.

Tabela 5. Resultados obtidos na determinacdo do teor de
principio ativo, através da espectrofotometria na regido
do ultravioleta.

Referéncia Similar Manipulado
(R) (R) (M)
. 101.85% | 113 % | 127,5% |

Observagao: o teste foi realizado em triplicata.
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CONCLUSAO

Este trabalho de pesquisa teve como objetivo avaliar
a qualidade de comprimidos e capsulas manipuladas de
nifedipino 20 mg, retard adquiridos em farmécias de San-
to Angelo e Tjui, através da realizacdo dos testes de peso
médio, tempo de desintegracdo e teor do principio ativo,
verificando a conformidade do medicamento com as es-
pecificacdes farmacopeicas, procurando detectar desvios
quanto a qualidade, sequranca e eficacia.

A Curva de Calibracdo demonstrou que existe uma
correlacao entre concentracao e absorbancia, sendo o mé-
todo linear.

Em relagdo ao teste de peso médio, observa-se que
as trés amostras tiveram resultados satisfatorios estando
em conformidade com a Farmacopéia Brasileira IV.

No ensaio tempo de desintegracdo de comprimidos e
capsulas manipuladas, nenhum resultado esteve de acordo
com o preconizado com a Farmacopéia Brasileira IV. Para
serem considerados medicamentos retard, os mesmos ndo
devem desintegrar-se em meio acido (meio estomacal)
e a desintegracdo deve ocorrer em meio bésico (intesti-
no). Ocorreu a desintegragdo das amostras R e M no meio
acido, isto significa que desintegrariam no estémago, o
que ndo é desejado, pois, o objetivo do revestimento é
para que a desintegracdo ocorra no intestino. A amostra S
ndo desintegrou no meio acido o que seria desejavel, no
entanto, a mesma igualmente ndo desintegrou no meio
basico. Isso indica que essa amostra passou intacta no
trato gastro intestinal, ndo liberando o principio ativo,
conseqiientemente o medicamento ndo atingiria o efeito
terapéutico desejado.

Os resultados obtidos no doseamento do teor de
principio ativo demonstraram que somente a amostra R
foi aprovada, com um teor de 101,85 %, estando de acor-
do com as especificacdes da monografia do farmaco que
permite uma variacdo de 90 a 110 %.

Verifica-se a importancia das indlstrias e farma-
cias magistrais de realizarem o controle de qualidade
para detectarem possiveis ndo conformidades nos me-
dicamentos. Dessa forma, cabe ressaltar a importancia
desses estabelecimentos seguirem as exigéncias confor-
me as Boas Praticas de Fabricacdo Medicamentos (RDC
210/03) e Boas Praticas de Manipulacdo de Preparagdes
Magistrais e Oficinais para uso Humano em Farméacia
(RDC 67/07).

0Os medicamentos devem ser utilizados somente
quando estdo dentro das especificacdes estabelecidas por
compéndios oficiais, devem ser seguros e ndo podem co-
locar em risco a vida do paciente. Ainda, tem que ter
eficacia e o efeito terapéutico preconizado.
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INTRODUCAO

A farmacotécnica constitui uma das disciplinas pro-
fissionalizantes do curso de farmacia e envolve conteldo
multidisciplinar, cujo objetivo fundamenta-se na aborda-
gem dos principios tecnolégicos subjacentes ao preparo
das formas farmacéuticas, estudo dos sistemas de libe-
racdo de farmacos, compreensdo das inter-relacdes dos
principios fisicos e farmacéuticos, da biofarmacia e farma-
cocinética, das formas farmacéuticas, da formulacao dos
produtos e da fabricacdo em pequena e grande escala e
da aplicacdo clinica dos farmacos no tratamento do pa-
ciente (GENARO, 2004; AUTON, 2005; ANSEL, 2007; BRA-
SIL, 2001). De modo semelhante, a disciplina de controle
de qualidade também tem uma caracteristica importante,
pois se relaciona com a avaliagdo das formulas em desen-
volvimento, bem como da qualidade dos medicamentos
produzidos, assumindo uma relagao paralela com a farma-
cotécnica (GIL, 2007).

Observando a necessidade agregar novas realidades
no ensino em farmacia, considera-se que a proposta di-
datica de integracdo das atividades praticas entre as dis-
ciplinas de farmacotécnica e controle de qualidade pode
propiciar recursos que permitam despertar visdo critica e
atitude criativa dos alunos, motivar o aprendizado, bem
como correlacionar os contelidos entre as disciplinas.

Para atingir tais objetivos, o planejamento e selecdo
das atividades tornaram um desafio necessario para flexi-
bilizacdo dos contelidos programéaticos frente as exigén-
cias das diretrizes curriculares de forma a garantir capaci-
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tacdo do estudante a um mercado em constante mudanca
(BRASIL, 2001).

0 presente trabalho teve como objetivo a utilizacdo
de uma estratégia didatica de integracdo entre as disci-
plinas de Farmacotécnica e Controle de Qualidade, base-
ada no desenvolvimento e avaliacdo do xarope de KCl a
6%. A formulacdao em questdo foi escolhida mediante a
viabilidade de manipulacdo e controle no Laboratério da
Farmacia-Inddstria do Curso de Farmacia da Universidade
Sao Francisco.

Cabe salientar que a proposta de integracao vai de en-
contro com as necessidades de inovacdo das estratégias me-
todolégicas do ensino em farmacia com vistas a promogao
do processo de aprendizagem sob a o6tica multidisciplinar.

MATERIAL E METODOS

A experiéncia didatica baseou-se no desenvolvimen-
to farmacotécnico do xarope de KCl 6%, efetuado durante
a disciplina de Farmacotécnica I. Uma vez formulado o
produto, o mesmo foi enviado para ser analisado na disci-
plina de Controle de Qualidade I. Completada a parte ex-
perimental, os alunos apresentaram os resultados obtidos
onde comentaram sobre as caracteristicas das formulagoes,
as diferencas metodolégicas, os erros experimentais bem
como a analise dos custos de producgdo. Os experimentos
realizados estdo descritos a sequir.

Desenvolvimento farmacotécnico: Foram prepara-
dos dois lotes de 1,2 L de xarope com 6 % de KCl, segundo



procedimentos farmacotécnicos descritos no preparo de
xaropes (THOMPSON, 2005; FERREIRA, 2006). Foram uti-
lizados: cloreto de potassio 6%: esséncia de framboesa
0,01%; corante vermelho de bordeaux 0,01 %; sacarose
85%; metilparabeno 0,02% e agua destilada gsp 1,2 L. As
formulacdes foram acondicionadas em frascos de vidro am-
bar com capacidade para 60 mL, a sequir foram rotuladas
e conservadas sob temperatura ambiente (25° +/-5° C). As
amostras produzidas foram analisadas empregando-se me-
todologia adaptada da Farmacopéia Brasileira (FARMACO-
PEIA BRASILEIRA, 1988). Os resultados foram comparados
com produto comercial (Marca: Hipolabor, Lote: 1283/04,
frascos com 150 mL).

Ensaios fisico-quimicos de qualidade: Foram rea-
lizados os ensaios de identificacdo, aspecto, uniformidade
de dose e volume, densidade e pH conforme descrito na
Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).
Também foi verificado o teor das amostras considerando a
equivaléncia em relacdo a dose.

Avaliacao do aspecto e propriedades organolép-
ticas: As avaliacoes da homogeneidade, a cor, o odor e
sabor, foram baseadas em critérios subjetivos, a partir de
uma escala de valores arbitrarios.

Teste de identificacao: A amostra em solucdo foi
acidificada com acido nitrico, a sequir adicionou-se ni-
trato de prata SR. A formacdo de um precipitado branco
caseoso confirma a presenca do cloreto correspondente ao
cloreto de potassio (CLORETO DE POTASSIO, 2002).

Analise do pH: Foi realizada potenciometricamente.
Apos calibracdo conveniente do potenciometro, realiza-
ram-se trés leituras consecutivas (FARMACOPEIA BRASI-
LEIRA, 1988).

Determinacao da densidade: Foi efetuada através
do uso do picnémetro de 25 mL, previamente calibrado.
A densidade relativa foi obtida através da relagcdo entre a
massa da amostra e a massa da agua, a 20°C (FARMACO-
PEIA BRASILEIRA, 1988).

Ensaio de doseamento: Transferiu-se para erlen-
meyer quantidade equivalente a uma dose do xarope de
KCL, a sequir, foram adicionados 25 mL de agua destilada,
0.1 g de carbonato de calcio, 0.1 mL de cromato de potas-
sio M (SR) e titulou-se com nitrato de prata 0,05 M (SV). 0
procedimento foi repetido 3 vezes (CLORETO DE POTASSIO,
2002). 0 teor especificado foi de ndo menos de 90% e nao
mais de 110% de cloreto de potassio.

Determinacdo do volume: Teste utilizado para a
determinacdo do volume nominal em produtos liquidos
com dose miltipla, sendo efetuado através do peso do
seu conteldo. Cerca de seis frascos de cada lote foram
pesados individualmente, logo a sequir, removeu-se todo

conteddo. Os recipientes foram lavados com agua e em
seguida alcool etilico, secos em estufa a 105°C pér 1 hora,
depois de secos, foram pesados novamente. A diferenca
entre as duas pesagens representa o peso do conteddo.
Determinou-se o peso médio das unidades testadas ano-
tando-se os valores maximos e minimos individuais. Os
volumes correspondentes foram obtidos através da densi-
dade das amostras. Segundo especificacdo farmacopeica,
o volume médio das determinagdes ndo pode apresentar
desvio maior que o declarado (2%) (FARMACOPEIA BRASI-
LEIRA, 1988).

Uniformidade de dose: Um volume equivalente a
dose de 5 mL de xarope de KCl foi adicionado em um
erlenmeyer, a seguir, empregou-se a mesma metodologia
para doseamento com replicatas para cada amostra (CLO-
RETO DE POTASSIO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

E responsabilidade do formulador o desenvolvimento
de formulacdes estaveis, eficazes e seqguras durante todo o
tempo que durar seu prazo de validade. A escolha correta
dos componentes da férmula é de extrema importancia
para a estabilidade, eficacia e efeito sensorial do produto
final. Neste trabalho foram desenvolvidos dois lotes de
xarope de KCl 6%.

0 xarope é definido como solucdo aquosa concentra-
da de sacarose ou outros aglicares, pode ser medicamen-
toso, servir de veiculo, edulcorante ou meio suspensor
para diversas preparacdes farmacéuticas (GENARO, 2004;
THOMPSON, 2005; ANSEL, 2007).

0 cloreto de potassio é o principal componente da
preparacdo. Terapeuticamente é usado como suplemen-
to de potassio indicado nos casos de hipopotassemia ou
perda de potassio (GARCIA, 1998). A literatura destaca
que o farmaco é soldvel em agua, o pH de maior esta-
bilidade para as formulacdes liquidas orais de cloreto de
potéssio apresentam valores entre 2,4 a 6,2 (FERREIRA,
2006).

0 metilparabeno foi utilizado na preparagdo como
conservante, possui amplo espectro de acdo contra bac-
térias Gram positivas e negativas, fungos, leveduras. A
concentracdo maxima permitida é de 0,8%. E estavel em
pH de 3,0 a 9,0 em temperatura ambiente. E incompativel
com tensoativos anidnicos. 0 efeito conservante pode ser
reforcado através da utilizacdo de 0,18% de metilparabe-
no com 0,02% de propilparabeno (GARCIA, 1998).

0 corante vermelho Bordeaux e a esséncia de fram-
boesa foram respectivamente usados como corante e
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flavorizante (GARCIA, 1998). A sacarose foi empregada
como agente de viscosidade e edulcorante com proprie-
dade energética. A agua destilada foi empregada como
veiculo da preparacdo (GARCIA, 1998; THOMPSON, 2005;
FERREIRA, 2006).

Todos os lotes produzidos, bem como o produto co-
mercial apresentaram-se dentro dos limites especificados
em relacdo aos testes de identidade, densidade, pH, volu-
me, uniformidade de conteldo e teor conforme pode ser
observado na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados obtidos na avaliacdo da qualidade dos diferentes lotes produzidos do xarope de KClL 6 % e produto
comercial.

Ensaios

Lote 1

Resultados

Lote 2 Amostra Comercial

Liquido amarelo claro,
viscoso e homogéneo

Aspecto

Liquido amarelo claro,
viscoso e homogéneo

Liquido incolor, viscoso e
homogéneo

Sabor amargo e odor
caracteristico

Propriedades
organolépticas

Sabor adocicado e odor
caracteristico

Sabor amargo e odor
caracteristico

Identidade + + +
Densidade (g/mL) 1,305 £ 0,5 1,215 £ 0,6 1,151 £ 0,4
pH 6,2 +0,7 6,0 = 0,4 6,2 +0,2
Volume (mL) 58,8 + 0,7 61,5+ 0,3 1522 + 1,3
Uniformidade de conteudo (%) | 98,8 = 0,8 99,7 £ 0,8 994 +1,4
Teor (%) 97,6 £ 0,9 101,8 = 0,6 102,2 + 0,8

(+) Positivo para o ion cloreto. Média de trés determinagdes = CV (%).

Os resultados obtidos na determinacdo do aspecto
e propriedades organolépticas despertaram interesse dos
alunos em melhorar as caracteristicas sensoriais (sabor
e cor) das formulacdes referentes aos lotes 1 e 2. Fo-
ram sugeridas mudancas no tipo de veiculo, dentre elas a
substituicdo da sacarose por solugao de sorbitol ou dis-
persdes de derivados de celulose semi-sintéticos como a
metilcelulose e carboximetilcelulose s6dica como também
a otimizacao do sistema conservante.

Sob o ponto de vista da proposta didatica, conside-
ra-se que a mesma atingiu seus objetivos uma vez que in-
citou os alunos a estudarem a necessidade da otimizacdo
das formulacoes e técnica de preparo do xarope.

Vale resslatar que a experiéncia propiciou condi¢des
reais as quais geraram situacdes de motivacdo e maior
envolvimento dos alunos. A atividade também forneceu
produtos que foram aproveitados como material de partida
em outras aulas praticas, isto ndo s6 reduziu o actmulo
de amostras, geracao de residuo quimico como também as
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despesas de consumo. Outras experiéncias didaticas tém
sido utilizadas entre as disciplinas de Tecnologia Farma-
céutica e Controle de Qualidade.

CONCLUSAO

Pela analise dos resultados obtidos, pode-se concluir
que, os lotes de xarope de KCl produzidos no Laboratério
de Farmacia-Inddstria, bem como a amostra comercial,
estdo de acordo com as especificagdes farmacopéicas em
relacdo a qualidade fisico-quimica.

A atividade proposta envolveu a necessidade de se
conhecer as caracteristicas fisicas, quimicas, fisico-qui-
micas dos principios ativos e matérias-primas utilizadas
na elaboracao do xarope; na manipulacdo de acordo com
as técnicas farmacotécnicas; nas medidas apropriadas de
controle de qualidade bem como na comparacdo com as
formas farmacéuticas disponiveis no comércio.



Pode-se dizer que a proposta didatica permitiu in-
tegracao entre contelidos além de aprimorar a capacidade
técnica e criativa dos alunos, cuja complexidade exigiu
abordagem académica multidisciplinar.
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INTRODUCAO

0 fibrinogénio é uma proteina plasmatica de alto
peso molecular soldvel no plasma sanguineo. E um poli-
peptideo complexo produzido pelo figado nos hepatdci-
tos, apresenta a forma de um hexamero composto por dois
grupos com trés polipeptideos constituindo trés diferen-
tes pares de cadeia (alfa, beta e gama). Cada polipeptideo
é especifico de um determinado gene ambos agrupados
na regido 50 Kb do cromossomo 4q32, (NEERMAN, 2007).
0 desenvolvimento do conceito de hemostasia universal-
mente aceito, foi introduzido por Andrew et al em 1980.
Conforme opinides diversas esses conceitos introduzidos
por Andrew ja ndo sdo tdo apropriados frente ao grande
avanco da tecnologia (MONAGLE, 2006).

Apesar do conceito da cascata da coagulacdo repre-
sentar um significativo avanco na compreensao da coa-
gulacdo e de servir por muitos anos como um modelo,
recentes experimentos clinicos observados demonstram
que as hipdteses da cascata nao refletem completamente
os eventos da hemostasia in vivo (RIDDEL et al., 2007).
Um dos principais componentes da cascata da coagula-
cdo é o fibrinogénio, sendo o fator mais abundante no
plasma variando em média 100 a 400 mg/dl, tendo pa-
pel de grande importancia na formacdo do coagulo de
fibrina, bem como, cofator na agregacdo plaquetaria
(LAWRIE,998. A cascata da coagulacgdo é iniciada quando
ocorre uma exposicao do tecido subendotelial, levando
a uma imediata ativacdo do endotélio, a qual se da pela
lesdo ou dano propriamente dito ou ativacdo quimica do
endotélio por meio de mediadores inflamatérios (BUTE-

60 Infarnma, uat, w172, 2009

NAS & MANN, 2002). 0 aumento de fibrinogénio no plas-
ma estd associado com o aumento de risco de eventos
vasculares. Ja existem drogas especificas que auxiliam
na diminuicdo dos niveis de fibrinogénio no plasma, por
exemplo agentes que diminuem a concentracdo lipidica e
anti-hipertensivos (KAKAFIKA, 2007).

A deficiéncia severa pode ocorrer como doenca ad-
quirida, consegiiéncia da sintese reduzida secundaria a
faléncia hepatica e durante o consumo pelas coagulopa-
tias. Disfibrinogénemias congénitas e adquiridas, foram
descritas, que podem conduzir a um sangramento ou le-
var a um estagio trombotico (LAWRIE et al., 1998), no
entanto, algumas disfibrinogénemias exibem comprome-
timento da coaqulacdo e diatese hemorragica, enquan-
to outras apresentam uma maior tendéncia a trombose
(HENRY, 1999). A afibrinogenemia congénita, na qual
basicamente ndo ha sintese de fibrinogénio, acarreta
um distdrbio hemorragico, o qual, paradoxalmente, nao
é tdo severo quanto as hemofilias em termos de anorma-
lidades articulares secundarias a hemorragia (hemartro-
ses), HENRY, J.B., 1999. Os niveis do fibrinogénio ainda
podem estar aumentados devido a mudancas fisioldgicas,
aos contraceptivos orais, e como proteina de fase aguda,
(LAWRIE et al., 1998). Os ensaios de fibrinogénio sdo
realizados na investigacdo desses episodios hemorragi-
cos, na monitoracdo da terapia trombolitica e como fator
de risco para doencas coronarianas pode estar associado
ao aumento da viscosidade plasmatica (MACKIE et al.,
2002), muitos médicos e laboratérios incluem juntamen-
te com a dosagem de fibrinogénio, o tempo de protrom-
bina (TAP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada



(KPTT) como um screening geral nos distlrbios hemosta-
ticos (LAWRIE et al., 2003).

No método de Von Clauss, a dosagem do fibrinogénio
se da em analisadores automatizados ou semi-automati-
zados, utilizando Kits comerciais, um excesso de trombina
é adicionado ao plasma teste, o tempo de coagulacdo é
mensurado e comparado com uma curva de calibracdo pre-
parada com plasma referéncia com concentragdes conhe-
cidas de fibrinogénio (LAWRIE et al., 2003). O ensaio do
fibrinogénio de Clauss, baseado no tempo de coagulacdo
da trombina, é a técnica mais freqiientemente usada, mas
sofre variagbes na origem e composicao dos reagentes.
A maioria das técnicas sdo padronizadas para mensurar
niveis baixos de fibrinogénio e podem ter a sensibilidade
ou a exatiddo diferente para niveis altos (MACKIE et al.,
2002).

0 método do fibrinogénio PT- derivado, baseia-se na
diferenca entre a dispersdo da luz na fase estabilizada de
reacdo do tempo de protrombina antes da transformacao
do fibrinogénio em fibrina, correlaciona-se com a dosa-
gem de fibrinogénio na amostra (PALARETTI, 1991).

Numerosos analisadores coagulométricos oferecem
essa estimativa do fibrinogénio baseado na mudanca da
dispersdo da luz ou na densidade 6tica durante o tempo
de protrombina, obtendo-se, entdo o valor de fibrinogénio
derivado, juntamente com o valor do TAP. Nestes testes,
a mudanca da dispersao da luz, ou da densidade otica
durante a formacdo do coagulo, mostra um aumento pro-
gressivo até que um platd esteja alcancado. A altura desta
resposta da linha de base é proporcional a concentracdo
do fibrinogénio, LAWRIE et al., 1998.

A disponibilidade difundida do fibrinogénio esti-
mado na pratica laboratorial, levantou a necessidade de
estudos e comparacdes sobre a variabilidade e a utilida-
de clinica dos diferentes ensaios (MACKIE et al., 2002).
Ao realizar estes ensaios coagulométricos além da visao
pré-analitica é de grande importancia que se leve em
consideracdo e crie critérios de viabilidade de amostras
a fim de evitar interferentes analiticos na execucdo do
teste, como, hiperlipidemia, hiperbilirrubinemia e he-
mélise, o ensaio 6tico certamente é o mais afetado.
Dependendo do tipo de interferéncia e da analise a ser
realizada, alguns métodos foram estudados para minimi-
zar a influéncia de tais interferéncias, incluindo ultra-
centrifugagdo, ultrafiltracdo, desproteinizacdo, extra-
¢do dos lipideos por solventes organicos, pré-incubacao
com oxidase de bilirrubina, entre outros. Porém, estas
técnicas além de tomar muito tempo podem represen-
tar grande fonte de erros, e custos adicionais (JUNKER,
2005). Assim, o objetivo do presente trabalho foi com-
parar as duas técnicas para a dosagem de fibrinogénio,
através dos analisadores BCT Dade Berinhg, utilizando

reagente para o teste Multifibren U, Dade Behring e ACL
200 Instrumentation Laboratory que mensura o fibrino-
génio estimado por calculo.

MATERIAL E METODOS

Grupo de estudo: O trabalho foi realizado a partir
de 50 amostras de plasmas frescos obtidos em dois labo-
ratorios da cidade de Curitiba sendo que um deles realiza
atendimento hospitalar.

Equipamentos: Os ensaios foram realizados em coa-
gulémetro BCT (DADE BEHRING), o principio metodolégico
se da pela modificacdo do método de Clauss. O plasma
citratado é levado a coagulacdo com um grande excesso
de trombina. Neste caso, o tempo de coagulacdo depende
largamente do teor de fibrinogénio da amostra.

Outro analisador utilizado foi o ACL 200 (Instrumen-
tation Laboratory) pelo método Fibrinogénio PT- deriva-
do. O processo de coagulacdo é desencadeado mediante
a incubacdo do plasma com quantidades 6timas de trom-
boplastina e célcio. Mede-se o tempo que decorre até a
formagao do coagulo de fibrina. Pode-se também proceder
a deducdo do fibrinogénio através da analise da alteracdo
do sinal 6ptico durante a determinagao do tempo de pro-
trombina.

Amostras: As amostras de sangue foram coletadas
diretamente em tubos comerciais de vacuo (VACUETTE)
com pressdes negativas que contém a concentragdo corre-
ta do anticoagulante citrato de s6dio, minimizando fontes
de erro.

Apos serem processadas em um laboratoério as amos-
tras foram aliquotadas (separagdo do plasma) e trans-
portadas num periodo maximo de 12 horas, para o outro
laboratério participante da pesquisa, sendo mantidas con-
geladas.

Reagentes: Os reagentes utilizados foram:

Multifibren U (Dade Behring): Trombina bovina, pép-
tido retardador da agregacao da fibrina; cloreto de calcio;
brometo de hexadimetrina; polietileno glicol 6000; clore-
to de sodio; Tris; albumina bovina; conservante Azida de
sodio. Produto apresenta-se na forma liofilizada devendo
ser preparado com a quantidade de agua destilada indica-
do no rétulo.

Thromborel S: Tromboplastina liofilizada provenien-
te de placenta humana, cloreto de célcio, estabilizadores,
agentes de conservacao (Gentamicina, 5-cloro-2-metil4-
-isotiazol-3-on e 2-metil-isotiazol-3-on)

A finalidade principal desse estudo consiste em
comparar exclusivamente os valores (mg/dL) que sdo libe-
rados pelos analisadores, independente de qualquer fator
interferente.
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RESULTADOS

Os resultados individuais das analises podem ser
observados na Tabela 1. A média e desvio padrao foram
310,32+101,275 para o analisador BCT, e 441,92+165,171 7001
para o analisador ACL 200. Os resultados foram entdo zzg:
analisados para averiguar se existe ou ndo correlagao ou 400 1
associagao entre as duas variaveis pelo coeficiente de Pe- 300
arson, logo, as técnicas em estudo apresentam uma rela- 200 -
¢do positiva entre si, com (valor de r = 0,52), porém ndo 100 y=176,62+0,85x
tdo proximo de 1, sugerindo cautela quanto a confiabili- 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
dade dos resultados. A Figura 1 mostra um diagrama de 0 100 200 BCT3°0|_ 400 500 600
dispersdo onde foi ajustada uma reta de regressao linear e
y=176,62+0,85x, onde y sdo os valores obtidos pela técni-

. . .. . . Figura 1. Diagrama de dispersao e a reta de regressao linear melhor ajustada pela
ca de fibrinogénio derivado ACL 200 e os valores de X S30 relaao entre as duas técnicas.
os valores do fibrinogénio dosado pelo BCT.

800

ACL analiser

Tabela 1. Valores obtidos de fibrinogénio (mg/dl) com o aparelho BCT (Dade Behring) (I), e os valores de fibrinogénio
derivado com o aparelho ACL-200 (Instrumentation Laboratory) (II).

Amostra | 1 Amostra | 1
1 393 626 26 293 269
2 290 433 27 454 255
3 407 553 28 249 420
4 417 678 29 495 687
5 255 454 30 442 580
6 279 464 31 372 533
7 324 729 32 328 442
8 446 214 33 446 665
9 247 468 34 463 685
10 393 657 35 221 526
11 327 502 36 265 243
12 91 380 37 328 359
13 119 347 38 369 566
14 165 436 39 404 489
15 149 452 40 171 244
16 142 451 41 175 187
17 265 325 42 267 324
18 458 640 43 341 396
19 279 382 44 246 237

20 413 207 45 401 489
21 333 589 46 231 195
22 378 622 a7 392 747
23 238 198 48 378 634
24 272 323 49 263 361
25 233 200 50 209 233
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DISCUSSAO

Estudos anteriores ja demostraram ser o fibrinogénio
um marcador para eventos vasculares em doencas arteriais,
e a investigacdo de problemas hemorragicos ja é bem es-
tabelecida bem como os métodos utilizados pela pratica
clinica para as dosagens de fibrinogénio, ressalvando a
grande importancia de relatar a origem da tromboplas-
tina, preferencialmente escolher uma marca com pouca
turbidez e considerar a categoria clinica do paciente, no
que diz respeito a um quadro de sepse, doencas hepaticas,
excesso de produtos de degradagao da fibrina, ou casos de
disfibrinogenemia, enfim casos que perturbam a polimeri-
zacgdo da fibrina interferindo na formacao final do coagulo
(LAWRIE et al., 1998).

Existe uma grande variedade de métodos, reagentes
e analisadores para a execucdo do teste para dosagem de
fibrinogénio. Esse estudo teve o intuito de demonstrar a
existéncia de correlacdo entre as duas técnicas, assim po-
demos observar que apesar das metodologias mostrarem
um valor de r = 0,52 positivo entre si, vimos no grafico de
dispersao que a correlacdo linear entre as variaveis reflete
certa disparidade nos resultados, ja que os pontos nao
estao muito proximos da reta. A dificuldade em questdo se
trata de valores distintos obtidos de uma mesma amostra
dosada por metodologias diferentes, possuirem valores de
referéncia semelhante. O aparelho BCT faz uso para a re-
alizacdo do teste de fibrinogénio de um reagente proprio
(MULTIFIBREN U). A exemplo de testes como tempo de
protrombina se faz necessaria a obtencdo de uma curva
padrdo para a realizacdo do teste. Essa curva de calibragao
para o equipamento BCT se faz por meio de trés pontos
que expressam entdo concentracdes obtidas por meio de
diluicdes pré-estabelecidas.

Esse equipamento seque o método de referéncia
conhecido como método de Clauss. Ja o aparelho ACL
200 apresenta seus resultados de fibrinogénio seguindo
a curva de calibracdo para o teste de protrombina (TAP).
Por isso os fibrinogénios sao designados de fibrinogé-
nios derivados. A tabela 1 e os graficos apresentando
os valores das concentracdes de fibrinogénio obtidos
para as cinqgiienta amostras analisadas, os quais deixam
clara a grande diversidade entre as duas metodologias.
Pode-se observar concentragdes com elevada disparida-
de saindo da normalidade até mesmo para um valor dado
como clinicamente alterado. As menores concentracdes
na grande maioria das amostras analisadas para esse es-
tudo se deu através do aparelho BCT, o qual faz uso do
método padrao de Clauss. Os valores obtidos através do
equipamento ACL 200 por sua vez demonstraram con-
centracdes bastante elevadas frente a outra metodolo-
gia em comparacao.

Essa grande disparidade entre o método PT e Clauss
leva a crer que o fibrinogénio derivado sofre maior inter-
feréncia. Uma hipotese provavel e ja detalhada em outros
estudos publicados faz referéncia a uma possivel interfe-
réncia na obtencdo de fibrinogénio derivado para pacien-
tes cujo resultado de TAP (tempo de protrombina) basal
esteja alterado, como em pacientes em terapia anticoagu-
lante. E possivel observar valores mais elevados de fibri-
nogénio PT-derivado comparando com a técnica de Clauss,
embora a discrepancia ndo seja consistente em alguns
casos, e podem depender do estado clinico do paciente
bem como varia¢des inerentes ao procedimento do teste,
o reagente utilizado, calibrador e a combinacdo particular
entre reagente e analisador, logo o PT-derivado pode ser
menos confidvel do que Clauss na investigacdo da diatese
do sangramento, e pode ter inacuracia nas amostras com
fibrinogénio elevado (MACKIE et al., 2002).

Para essa classe de pacientes seria entdo esperado
um valor aumentado de fibrinogénio frente as amostras
dosadas por meio do método do TP-derivado. Esse traba-
Lho foi realizado com uma populagao de estudo de origem
hospitalar, sendo alguns destes pacientes tratados com
alguma terapia anticoagulante, ou seja, com TAP alterado.
Dessa forma nao é possivel fazer uma correlacdo exata da
clinica desses pacientes com a variabilidade de resultados
apresentada.

0 objetivo era elucidar e demonstrar se uma mesma
amostra submetida a diferentes metodologias para a dosa-
gem da concentracdo de fibrinogénio (j& que se utiliza o
mesmo valor de referéncia para qualquer que seja o méto-
do empregado) teria como resultado um valor semelhante
ou nao, respeitando um limite de confiabilidade.

CONCLUSAO

A comparacdo dos valores obtidos das cingilienta
amostras analisadas entre os métodos Clauss (Método pa-
drdo, reprensentado nesse estudo pelo aparelho BCT) e
método do tempo de protrombina (fibrinogénio derivado
ACL-200) mostrou variabilidade significativa nos resulta-
dos, apesar de ter uma relacdo positiva mostrado pelo
coeficiente de correlacdo, merecendo atencdo ja que os
valores de referéncia empregados sdo utilizados de forma
igual para ambas as metodologias. Podemos concluir com
este estudo a importéncia da padronizacdo do método de
escolha que se adapte adequadamente a rotina do labora-
torio, ou seja, no que se refere ao plblico alvo. E
interessante estabelecer uma espécie de limite de corte
ou especificacdo para situacdo clinica ou terapéutica do
paciente para poder utilizar a metodologia do TP- Deri-
vado por exemplo, ja que a dosagem de fibrinogénio por
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este método sofre sensivelmente alteragcdes no aumento
do tempo de protrombina, seja de origem medicamentosa
ou patolégica
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