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RESUMO

As tetraciclinas sdao farmacos produzidos por laboratérios farmac€uticos e que se encontram
disponiveis no mercado sob vdrias formas farmacéuticas. O objetivo do presente trabalho foi
de avaliar a qualidade destes medicamentos, foram realizados os ensaios fisico-quimicos de
peso médio, desintegracdo e doseamento fisico-quimico e microbiolégico. Foram analisadas
amostras de cdpsulas de tetraciclina 500mg. Todos os ensaios para todas as amostras foram
procedidos conforme os métodos recomendado pela Farmacopéia Brasileira 2010. Das
amostras, todas foram aprovadas. No ensaio de peso médio a massa média da amostra A foi
de 0,5323g e para a amostra B a massa media foi de 0,5398g. No teste de desintegracdo as
amostras desintegraram no tempo de 13 minutos para a amostra A e 12 minutos para amostra
B. A determinacdo da poténcia através do ensaio de difusdo em d&gar com cilindro
empregando Staphylococcus aureus como reagente bioldgico, resultou nas duas amostras
poténcia abaixo do limite especificado de 90 a 125% do valor rotulado, com resultado de 84 e
86%. Estudo comparativo desta metodologia com o método de doseamento por
espectrofotometria-ultravioleta (UV) foi realizado. Os resultados para determinagdo de
tetraciclina apresentaram teor de 99,84% para amostra A e 109,56% para a mostra B. Na
comparacdo entre os dois método foi observado resultado satisfatério para o doseamento por
esctrofotdmetria-UV, e insatisfatério para o doseamento microbioldgico, por apresentar
resultado fora dos pardmetros farmacopéicos. A partir destes resultados pode-se concluir
entdo que para os parametros de qualidade referentes aos testes fisico-quimicos de peso
médio, desintegracio e doseamento por estrofotometria-UV todas as amostras apresentaram-
se dentro dos limites de aceitabilidade, para o doseamento por difusdo em 4gar as amostras

apresentaram resultados fora dos limites estabelecidos na farmacopéia.

PALAVRAS-CHAVE: Tetraciclina, Controle de qualidade, Atividade antimicrobiana



ABSTRACT

Tetracyclines are produced by pharmaceutical agents and which are available in the market in
various dosage forms. The objective of this study was, assays were performed, physico-
chemical medium weight, disintegration e assay physicochemical and microbiological. Were
analyzed samples of tetracycline capsules. All assays for all samples were preceded by the
methods recommended by the Brazilian Pharmacopoeia (2010). Samples, all were approved.
In the assay medium weight average sample weight A was 0.5323g and the sample B media
mass was 0.5398¢. In the disintegration test samples disintegrated in 13 minutes time for the
sample A and 12 minutes for sample B. The determination of power through the agar
diffusion assay employing diving Staphylococcus aureus as a biological reagent, power
resulted in the two samples below the limit specified 90 to 125% the labeled amount, with the
result 84 and 86%. Comparative study of this method with the method of determination by
spectrophotometry - UV was performed. The results presented for determining the content of
tetracycline 99,84% for comp A and 109,56% for comp B. In comparing the two method
satisfactory result was observed for dosing by esctrofotdometria-UV, and unsatisfactory for the
microbiological assay, by presenting results outside the pharmacopoeial parameters. From
these results it can be concluded then, that for the physico-chemical quality parameters
regarding the tests of average weight, disintegration and spectrophotometric-UV assay for all
samples were within the limits of acceptability for the assay by agar diffusion results obtained

were outside the limits in pharmacopoeia.

KEYWORDS: Tetracycline, Quality Control, Antimicrobial Activity
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1 INTRODUCAO

Os antibidticos fazem parte de uma classe de farmacos fundamentais para a
saude publica, sendo extensivamente comercializados no Brasil. Incluido nesta
classificacdo estd o grupo das tetraciclinas, essa classe possuem diversa propriedades
favoraveis, tais como, amplo espectro de acdo, baixa toxicidade, baixo custo, e podem
ser na maioria dos casos, administradas por via oral. Apesar da resisténcia microbiana e
do desenvolvimento de novos antibidticos terem desbancado grande parte das
indicacdes iniciais, ainda sdo bastante uteis na clinica médica e tem sido usada no
tratamento de diversos tipos de infecgdes. Sdo farmacos de escolha no tratamento de
infec¢Oes por Rickettsia, Chlamydia pneumoniae e Mycoplama pneumoniae. Indicadas
com frequéncia no tratamento auxiliar da célera e diarreia, e topicamente no tratamento
de acne e rosdcea. Além do uso em humanos, tetraciclinas sdo utilizadas na terapia
animal para tratar infec¢des e promover o crescimento (CHOPRA; ROBERTS, 2001).

Tendo como referéncia o Diciondrio de Especialidades Farmacéuticas (DEF), as
preparacdes farmacéuticas comerciais contendo tetraciclina sdo produzidas por diversos
laboratdrios e se apresentam, em sua maioria, na forma de cédpsulas, sendo substancia
ativa unica.

Métodos adequados relacionados com a produgdo, controle, armazenamento e
distribuicdo devem ser inseridos, para que os medicamentos produzam a atividade
terapéutica desejavel. Nesse contexto, fatos como, falhas do sistema de qualidade na
inddstria farmacéutica ou fiscalizacdo inadequada dos produtos inseridos no mercado,
podem tornar possivel o consumo de medicamentos com acao terap€utica comprometida
ou totalmente ausente ou que induzam a efeitos nocivos inesperados. Entdo, baseado no
sentido preventivo, € indispensdvel estabelecer politicas e procedimentos para garantir a
qualidade do produto, envolvendo os diversos setores relacionados com a producao.
Além da importante atuacdo do Sistema de Vigilancia Sanitdria influente e consciente,
com agdes que demarquem no sentido de uma politica nacional de saide envolvendo os
medicamentos (YAMAMOTO 1999).

A escolha da metodologia para a realizacdo do controle de qualidade depende
principalmente das condicdes técnicas disponiveis e da aplicabilidade a determinada
formula farmacéutica. No que se refere a quantificacdo do principio ativo, métodos
fisico-quimicos ou microbiologicos podem ser empregados na determinacdo de

antibidticos, sendo recomendado em compéndios oficiais.
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Dessa forma do ponto de vista da Vigilancia Sanitdria os ensaios realizados
atendem ao bindmio: eficdcia e seguranca. Por sua vez sdo importantes por permitir
verificar a correlagdo da equivaléncia entre os medicamentos analisados.

Considerando que as preparacdes farmacéuticas orais s6lidas sdo as formas de
administracio e apresentacdo mais utilizadas, a identificacdo de problemas tendo como
ferramenta a avaliacdo analitica de resultados de testes fisico-quimicos de peso médio,
desintegracdo e doseamento fisico-quimico e microbioldgico, permite fornecer dados
para a execugdo de programas especificos visando apontar possiveis riscos sanitrios.

Os resultados dos ensaios realizados irdo nortear as agdes fiscalizadoras dando
subsidios para dirimir didvidas quanto a qualidade minima desses produtos em relacdo a
ocorréncia de falta de eficdcia terapéutica ou efeito toxico.

Portanto, mais do que informar sobre identidade, atividade, teor, pureza, eficicia
e inocuidade os ensaios sdo uma ferramenta que possibilita a verificacdo de possiveis
correlagdes in vivo — in vitro, detectar desvios de fabricagdo, verificar a uniformidade
durante a producdo do lote, reprodutibilidade lote a lote € minimiza o risco de falta de
bioequivaléncia entre lotes (BRANDAO, 2006). Assim o presente estudo teve como
objetivo verificar a qualidade de cdpsulas de tetraciclinas disponiveis para

comercializacao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Infeccao

O Ministério da Satde (MS), por meio da Portaria MS 2.616/98, define dois tipos de
infeccdes: infecgdes comunitdrias e hospitalares.

Infeccdo comunitdria € aquela que ja estd presente ou em periodo de incubagdo no
momento de entrada do paciente num hospital, desde que ndo esteja relacionada com uma
internacdo anterior no mesmo hospital. Diferentemente da infeccdo comunitéria, a infeccdo
hospitalar € aquela adquirida dentro de um ambiente hospitalar, isto €, ap6s a admissao do
paciente e cuja manifestacio ocorreu durante a internacdo ou apds a alta, podendo ser

relacionada com a internacdo ou procedimentos hospitalares (BRASIL, 1998).

2.1.1 Tipos de infec¢des comunitdrias

As infecgOes respiratérias estdo entre as principais causas de consultas médicas,
ademais de estar entre as trés primeiras causas de morte entre criancas de cinco anos, motivo
pelo qual € considerado um problema de saude publica. (CASTELLO et al., 2008).

A faringoamigdalite aguda apresenta diversos agentes etiolégicos. Embora, a maioria
seja de origem viral (Influenza A e B, Adenovirus, Rinovirus, Coronavirus, Enterovirus,
dentre outros), vdrias bactérias (Streptococcus pyogenes, Corynebacterium diphtheriae,
Yersinia  enterocolitica, —Arcanobacterium  haemolyticum, Neisseria  gonorrhoeae,
Corynebacterium ulcerans, Treponema pallidum, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, dentre outras) também podem ser o agente causal da faringoamigdalite. O agente
bacteriano presente em mais de 15% das faringoamigdalites é o Streptococcus pyogenes. A
conduta terapéutica depende da etiologia da sindrome (MATOS et al., 2006).

A infeccdo do trato urindrio (ITU) estd entre as mais comuns doencas infecciosas
diagnosticadas, perdendo em frequéncia somente para as infeccdes respiratérias. E uma
patologia frequente que ocorre em todas as idades (MACEDO et al., 2005). A ITU pode se
caracterizar em infeccdo do trato urinario “baixo” (cistite) caracterizada por presenca de
bactérias na bexiga; “alto” (pielonefrite aguda) oriundo de um processo inflamatério agudo
nas estruturas renais; bacteridria de baixa contagem reflexo de uma ITU precoce ou dilui¢ao

da urina em virtude da alta ingestdo de liquidos (HEILBERG; SCHOR, 2003).
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As infec¢Oes cutdneas sdo bastante presentes na comunidade e comumente
relacionados a quebra da barreira de protecdo da pele, deixando oportunidade para os
microrganismos habituais da pele se desenvolver de forma patogénica. (GELATTI et al.,
2009).

O Staphylococcus aureus € uma bactéria que estd intimamente relacionada as afec¢des
cutaneas, uma vez que € frequentemente encontrada na pele de pessoas saudaveis. No entanto,
a colonizagao assintomdtica é muito mais frequente que a infeccao clinica. Cerca de 25 a 50%
da populacdo sauddvel em geral apresenta coloniza¢do por este microrganismo com alto
indice entre os profissionais de saide (BREZZO et al., 2006).

Responsdvel por infec¢des simples como espinhas e furinculos e por infec¢des de
maiores repercussoes (pneumonias, meningites, septicemias e outras). Esta bactéria € um dos
agentes etiologicos de maior significancia nas infec¢des cutineas comunitarias devido a sua
grande capacidade de resisténcia aos agentes antimicrobianos e de adaptacdo ao ambiente

(SANTOS et.al, 2007).

2.1.2 Tipos de infecgdes hospitalares

Normalmente os sitios de infec¢do hospitalar mais atingidos sdo o trato urindrio, trato
respiratorio, infec¢do da corrente sanguinea e infeccdes de sitio cirdrgico (GOERING et al.,
1999).

As infeccdes urindrias sdo aquelas que ocorrem com maior frequéncia no ambiente
hospitalar, devido a necessidade de instrumenta¢do no trato urindrio, tanto para diagndstico
quanto para drenagem de urina (MENEZES et al., 2005).

A multiplicagdo dos microrganismos deve-se as técnicas de assepsia incorreta,
utilizagdo indiscriminado e abusivo de cateteres, traumatismo durante e apos o processo. O
tempo da permanéncia do cateter no paciente, aliado ao fato de estar continuamente aberto,
possibilita a migracdo bacteriana no seu interior, pelo fluxo contrdrio da urina (BRASIL,
2000).

A pneumonia hospitalar estd associada com as maiores taxas de mortalidade quando
comparada as outras infec¢des hospitalares. Quando ela ocorre até o quarto dia, é considerada
precoce, quando tem inicio a partir do quinto dia, é considerada tardia; essa classificacdo é
muito importante para diferenciar o agente etioldgico e para decidir a terapéutica a ser

aplicada (CARRILHO et al., 2004).
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As principais causas estdo relacionadas a pacientes submetidos a intubagdo traqueal e
a ventilacdo mecanica. Uma das consequéncias importantes da pneumonia hospitalar é o
aumento do tempo de internacdo, tanto em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) como em
enfermarias (BRASIL, 2000).

Os principais microrganismos responsdaveis pela pneumonia hospitalar sdo:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Acinetobacter spp., Klebsiella spp e
Enterobacter spp (BRASIL, 2000).

Infecgdes do Sitio Cirtirgico (ISC) — E uma das principais infec¢des relacionadas a
assisténcia da saide no Brasil, ocupando a terceira posicao entre todas as infeccdes (BRASIL,
2009).

As ISC ocorrem no procedimento da incisdo cirurgica, devido ao rompimento da
barreira epitelial, desencadeando varias reagdes sist€micas e facilitando a ocorréncia de
infeccdes. No campo operatdrio, ocorre hipdxia, alteracdo do pH e deposicdo de fibrina,
destacando o local da incis@o cirtrgica em relacdo a ocorréncia de hiperemia, calor, rubor,
deiscéncia, presenca de secre¢do purulenta no local da incisdo (OLIVEIRA; CARVALHO,
2007).

Os microrganismos mais frequentes de ISC sio os comuns da pele do paciente:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e outros Staphylococcus coagulase-
negativa. Em cirurgias abdominais, predomina as enterobactérias e Enterococcus sp. Em
pacientes com queimadura, o S. aureus € o mais comum, seguido da Pseudomonas
aeruginosa. A ocorréncia de bactérias Gram-negativas e Enferococcus sp. aumenta com O
tempo de internacdo (VRANJAC, 2005).

As principais fontes de transmissdo de infec¢ao do paciente no centro cirtirgico sdo: o
proprio paciente, os funciondrios do centro cirurgico, o ambiente e os equipamentos

(OLIVEIRA; CARVALHO, 2007).

2.2 Antiboticoterapia

Antibiéticos sd3o compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou
causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados como bactericidas, quando
causam a morte da bactéria, ou bacteriostdticos, quando promovem a inibi¢do do crescimento
microbiano (WALSH, 2003).

Os antibidticos de origem natural e seus derivados semissintéticos compreendem a

maioria dos antibidticos em uso clinico e podem ser classificados em [-lactamicos
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(penicilinas, cefalosporinas, carbape-ninas, oxapeninas € monobactamas), tetraciclinas,
aminoglicosideos, macrolideos, peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos),
estreptograminas, entre outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas). Os antibidticos de
origem sintética sdo classificados em sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Os principais mecanismos de acdo antibidtica destes agentes terapéuticos estdo
listados no Quadro 1.

Em contato com os vdrios tecidos do corpo, ndo devem influenciar a func¢do do 6rgio
ou tecidos bem como nio ter efeitos danosos, devem ter bom gosto, ser estdveis, solubilidade
livre, baixa de excrec¢do e ter 6tima difusdo. Todos estes fatores levaram a novos estudos
sobre o modo de a¢do dos antibidticos (SERRA, 2002).

A descoberta dos antibidticos e sua evolu¢do na humanidade foram fatos que
marcaram a histdria da ciéncia, principalmente da sadde trazendo consigo muitos beneficios
que vao desde a cura de simples infec¢des até o prolongamento da expectativa de vida das
pessoas ao longo de muitos anos. Ao longo da evolugdo da humanidade, foram relatadas
varias tentativas do uso de substiancias e materiais com a finalidade de secar lesdes
supurativas, curar febres, melhorar as dores entre outras situacdes, porém a medicina naquela
época era meramente observacional, ou seja, a clinica era o Ginico e 0 mais importante recurso

diagnéstico que existia (TEXEIRA, 2012).

Quadro 1 - Principais mecanismos de ac¢do antibidtica

Antibiéticos Alvo Mecanismo de Acio
B-lactamicos (penicilinas, | Enzima Transpeptidase Inibicdo da formacdo de
cefalosporinas, ligacdo  cruzada  entre
carbapeninas, cadeias de peptideoglicano,
monobactamas) impedindo a formacdo
correta da parede celular
bacteriana.

B-lactamicos (oxapeninas, | Enzima -lactamase Inibicdlo da enzima de

sulfoxapeninas) resisténcia bacteriana, que
degrada antibidticos f-
lactdmicos.

Macrolideos, Subunidade 50S | Inibi¢do da sintese proteica

lincosamidas, ribossdmica bacteriana.

estreptograminas

(dalfopristina e

quinupristina),

cloranfenicol,

oxazolidinonas

(linezolida)
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Quadro 1 - Principais mecanismos de a¢do antibidtica (continuagio)

Aminoglicosideos, Subunidade 30S | Inibicdo da sintese proteica
tetraciclinas ribossOmica bacteriana.

Glicopeptideos Dipeptideo terminal D- | Complexacdo com  as
(vancomicina, Ala-D-Ala do | cadeias peptidicas ndo
teicoplanina) peptideoglicano ligadas e bloqueio da

transpeptidagdo, impedindo
a formagdo correta da
parede celular bacteriana.

Peptideos nao ribossomais | Membrana plasmatica Afetam permeabilidade da
(bacitracina, gramicidina membrana bacteriana por
C, polimixina B) facilitarem o movimento

descontrolado de  {ons
através da membrana.
Lipodepsipeptideos Membrana plasmética Afeta permeabilidade da
(daptomicina) membrana Dbacteriana e
bloqueia sintese de 4cido
pipoteicoico, componente
da membrana externa de
bactérias Gram positivo.

Rifampicina RNA polimerase | Inibicio da sintese de
dependente de DNA RNA.
Fluoroquinolonas. Enzima DNA girase Bloqueio da replicagdo e
reparo do DNA.
Sulfonamidas Enzima  di-hidropteroato | Bloqueio da formacdo de
sintetase. cofatores do é4cido folico,

importantes para sintese de
dcidos nucleicos.

Adaptado de Walsh (2003)

2.2.2 Resisténcia bacteriana

Segundo Silveira et. al. (2006) o surgimento de bactérias resistentes a antibidticos
pode ser considerado como uma manifestacdo natural controlada pelo principio evolutivo da
adaptacdo genética de organismos as mudancas ao ambiente em que habitam. Ainda de
acordo com este autor o fato do tempo de duplicacdo das bactérias ser apenas de 20 minutos,
facilita a producdo de muitas geracdes em apenas algumas horas, e como consequéncia
inumeras oportunidades para uma adaptacdo evolutiva. De acordo com Guimaraes; Momesso;
Pupo (2010) a resisténcia pode ser considerada um fend6meno ecoldgico que ocorre como
resposta da bactéria frente ao amplo uso de antibiéticos e sua presenga no meio ambiente.

Desde a sua introdu¢do como drogas, agentes quimioterdpicos antimicrobianos,
incluindo os antibidticos, alguns agentes sintéticos naturais e alguns semi-sintéticos, e outros,
como as sulfonamidas e as quinolonas, t€m desempenhado um papel fundamental, junto com

medidas preventivas, como vacinacdo, diminui¢do da morbidade e mortalidade por doencgas
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infecciosas. No entanto, a utilizacdo generalizada, mau uso e abuso de antibiéticos, ndo sé no
tratamento e prevencdo de infec¢Oes bacterianas em seres humanos, mas também em
medicina veterindria, como promotores de crescimento na producdo animal e agricola,
exerceu uma pressao de selecdo imensa para o surgimento e disseminacdo de mecanismos de
resisténcia entre diferentes populagdes bacterianas (GARCIA, 2001).

O fendmeno da resisténcia bacteriana a diversos antibidticos e agentes quimioterdpicos
impde sérias limitagdes as opgcdes para o tratamento de infec¢des bacterianas, representando
uma ameaca para a saude publica. Esta resisténcia prolifera-se rapidamente através de
transferéncia genética, atingindo algumas das principais bactérias Gram-positivas, como
enterococos, estafilococos e estreptococos (SILVEIRA et al. 2006). Para Kadosaki et al.
(2012) o antibidtico deveria ser prescrito de forma racional, com base em um diagndstico
concreto € ndo baseado apenas em dados epidemioldgicos de determinados agentes
etiolégicos responsdveis por certas infeccoes. Porém, o consumo desnecessario e excessivo
sem esta cuidadosa avaliagdo torna mais propicio o desenvolvimento desta resisténcia,
tornando-se um problema sério no tratamento das doengas infecciosas.

Segundo Silveira et al. (2006) menciona que para elucidar melhor a resisténcia
bacteriana devem-se ressaltar alguns mecanismos descritos para microrganismos, aqueles
mais importantes em bactérias gram-positivas que podem ser classificados em trés diferentes
grupos:

a) destruicdo do antibidtico (resisténcia a dalfopristina e penicilinas), enzimas
aceleram a degradagdo do antibidtico ou modificam grupos funcionais com
fungdes farmacoldgicas importantes, criando funcdes inativas para o
reconhecimento molecular;

b) efluxo continuo do antibidtico (resisténcia a tetraciclinas e fluoroquinolonas),
onde genes mutantes aumentam a expressdo proteinas transportadoras de
membrana, fazendo com que a retirada do antibiético para o meio
extracelular seja mais rdpida que sua difusdo pela membrana bacteriana,
tornando uma concentracdo inadequada para atuar como bloqueador de
funcdes celulares;

¢) reprogramac¢do e modificacdo da estrutura-alvo (resisténcia a eritromicina e
vancomicina), alvos macromoleculares do antibidtico, como ribossomos,
proteinas que constituem a parede celular, sdo modificados geneticamente por
genes que os expressam, prejudicando o reconhecimento do farmaco pelo
alvo diminuindo sua poténcia.

Acredita-se que a resisténcia bacteriana € bem mais complexa do que se pensava e

ocorre com frequéncia razodvel. Bactérias importantes, tai como Streptococus pnemoniae,
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Haemophylus influenzae, Campylobacter jejuni, Staphylococus aureus, Mycobacterium
tuberculosis, Escherichia coli, Enterococcus sp, Shigella sp, Salmonella sp e Vibrio cholerae
apresentam cepas resistentes aos mais modernos e promissores antibiticos (GURGEL e
CARVALHO, 2008).

No mundo inteiro, surgem a cada momento relatos de resisténcia de patdgenos
importantes aos mais variados tipos de antibidticos, sendo o grande responsdvel pela
disseminagdo dos genes de resisténcia e por consequéncia de microrganismos resistentes, o
préprio homem seja pela atitude inconsequente ou pela falta de conhecimento, o uso
irracional de antimicrobianos tem aumentado, mesmo com a divulgacdo e campanhas a
respeito do fato (FIOL et al., 2010).

Para tentar minimizar este agravante, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria -
ANVISA em uso das atribui¢cdes que lhe conferem, regulamentou o uso de antimicrobianos
através da criagdo de uma RDC (RESOLUCAO — RDC N° 20, de 5 de maio de 2011) que
“dispde sobre o controle de medicamentos a base de substincias classificadas como
antimicrobianos, de uso sob prescricdo, isoladas ou em associacdo”, e ainda no seu capitulo I
Art. 1° esclarece:

Esta resolug@o estabelece os critérios para a prescricdo, dispensacio,
controle, embalagem e rotulagem de medicamentos a base de substancias

classificadas como antimicrobianos de uso sob prescricdo, isoladas ou em
associagdo, conforme Anexo I desta Resolugdo (ANVISA, 2011).

Portanto, segundo Kadosaki et al. (2012) a utilizagdo de antimicrobianos assim como a
resisténcia bacteriana entre diversos patdgenos causadores de indmeras infecgdes €
mundialmente reconhecida como um problema de grande relevancia, desta forma fez-se
necessario demonstrar através de estudos o quanto € importante a determinagdo de cada
patdgeno frente a cada antimicrobiano, colaborando para o uso racional de antibidticos, na
expectativa de, ao menos reduzir o aumento acelerado nos indices de resisténcia de

microrganismos.
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2.3 Tetraciclinas

2.3.1 Generalidades

Como resultado de uma intensa busca de antibidticos em amostras de solo, Benjamin
Duggar descobriu, em 1948, a partir de um cultivo de Streptomyces aureofaciens, a primeira
tetraciclina, a clorotetraciclina (aureomicina). Posteriormente, a partir de uma modificacdo
desta se obteve a demecliciclina (terramicina). Dois anos depois (1950) Finlay e outros
isolaram de um cultivo de Streptomyces rimosus, a oxitetraciclina e mais adiante (1953)
Minieri e outros obtiveram a tetraciclina base a partir de cepas de Streptomyces
alboniger o texasi. Estas tetraciclinas naturais, obtidas a partir de cepas de Streptomyces, sao
as tetraciclinas de primeira geracdo. Uma serie de compostos semissintéticos, obtidos a partir
dos anteriores, tem maior lipossolubilidade e meia-vida, assim como melhor absor¢do
intestinal, estas sdo classificadas como tetraciclinas de segunda geracdo. Entre as quais se
encontram a doxiciclina e a minociclina. Por ultimo, os mais recentes e potentes componentes
desta familia, as glicilciclinas, sdo consideradas as tetraciclinas de terceira geracdo
(GARCIA; DIAZ; BRUGUERAS, 2003).

Em 2005, o composto denominado tigeciclina (tygacil™), uma glicilciclina derivada
da minociclina, que possui um grupo glicilamido na posi¢ao C9, foi aprovado para uso clinico
pela Food and Drug Administration — FDA (Administracio Federal de Alimentos e
Medicamentos) e, recentemente, o composto denominado PTK-0796, um derivado
semissintético da minociclina, tem chamado a aten¢do, pois entrou em fase I de testes clinicos
(PEREIRA-MAIA; SILVA; ALMEIDA, 2010).

As tetraciclinas constituem um grande grupo de antibidticos com estrutura bdésica e
atividades comuns. O cloridrato de tetraciclina é uma desses antibidticos e muitas vezes é
apenas chamado de tetraciclina. Enquanto a clortetraciclina e a oxitetraciclina sdo sintetizadas
pelo Streptomyces aureofaciens e Streptomyces rimosus, respectivamente, a tetraciclina é um
antibidtico semi-sintético, produzido a partir da clortetraciclina, A doxiciclina e minociclina
sao também derivados semi-sintéticos (MAMANI, 2007).

As formulas estruturais de algumas tetraciclinas estio representadas nas Figuras 1 e 2:


http://www.bvs.sld.cu/revistas/far/vol37_3_03/far08303.htm#autor
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Ri Rz Rj R4 Rs
Tetraciclina H- H- OH- CH3- H-
Clortetraciclina H- H- OH- CH3- CI-
Oxitetraciclina H- @gH- OH- CH3- H-
Doxiciclina H- OH- H- CH3- H-

Figura 1 — Estrutura quimica das tetraciclinas. Fonte: Mamani (2007)
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Figura 2 - Estruturas das principais tetraciclinas usadas na clinica médica e em fase de testes

clinicos (PTK-0796). Fonte: Pereira-Maia (2010)

As tetraciclinas sdo um grande grupo de farmacos com estrutura quimica bésica,

atividade antimicrobiana e propriedades farmacol6gicas comuns.

Os microorganismos

resistentes a este grupo mostra resisténcia cruzada ampla a todas as tetraciclinas. Embora
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possam ser estabelecidas diferencas especificas (origem, estrutura quimica) sua caracteristica
geral, como mecanismo de acdo, espectro, e outros, pode descrevé-las como um tinico grupo
(RODRIGUEZ et al., 1998). Segundo Delaissé et al. (2000) além do efeito antibacteriano, tais
farmacos possuem propriedades anti-inflamatéria e imunossupressoras, uma vez que reduz a
atividade fagocitaria dos leucdcitos polimorfonucleares e a quimiotaxia de neutréfilos e
leucécitos. Apresentam, ainda, acdo anti-colagenase e anti-lipase, favorecendo o reparo do

tecido conjuntivo, que € clinicamente traduzido pelo aumento da resisténcia a sondagem.

2.3.1.1 Sintese quimica e relacdo entre estrutura e atividade das tetraciclinas

De acordo com Yamamoto (1999) a tetraciclina foi obtida inicialmente por via
fermentativa, sendo a clortetraciclina produzida pelo Streptomyces aureofaciens. A
tetraciclina € produzida por espécies de Streptomyces inoculada em meio nutriente adequado e
por via semi-sintetica através da remocdo do cloro da clortetraciclina por hidrogenagdo. A
oxitetraciclina € produzida entre outras cepas, Streptomysces rimosus em melo nutriente
adequado. A doxiciclina € obtida através da hidrogenacdo catalitica de uma suspensdo ou
dissolucdo de outro derivado, a metaciclina, em solvente inerte, como metanol, seguido de
hidrogenacdo sobre a influéncia de metais nobres (rddio e palddio), o que conduz inicialmente
a uma mistura de epimeros posteriormente separados por processo cromatografico.

De acordo com as conclusdes obtidas por Colaizzi et al. (1965 apud PEREIRA-MAIA;
SILVA; ALMEIDA, 2010) a configuracdo absoluta natural do atomo de carbono C4 (Figura
3) € requisito essencial para a acdo farmacoldgica desses compostos. A presenca do
grupamento amida em C2 foi também considerada como aspecto estrutural necessério para a
acdo biologica das tetraciclinas. Outra observagdo importante relacionada ao aumento da
poténcia inibitdria enzimatica foi a auséncia dos grupos metila e hidroxila na posi¢ao C6.

Atualmente, novos aspectos que versam sobre a relacdo estrutura e atividade tém
surgido. Incluindo glicilciclinas, sabe-se que a manutencdo do nicleo tetraciclico (anéis A, B,
C e D), a influéncia dos substituintes nas posigoes C7, C8 e C9, a conservagdo do sistema
ceto-endlico (posi¢des C11, C12 e Cl2a) e a configuragdo nas posicdoes 4a e 12a sdo
essenciais para a manutengdo da atividade farmacoldgica das tetraciclinas e, neste aspecto, a
estrutura da 6-desoxi-6-desmetiltetraciclina pode ser considerada uma estrutura minima para a
manutencdo da atividade farmacoldgica das tetraciclinas (PEREIRA-MAIA; SILVA;
ALMEIDA, 2010).
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A tigeciclina, um derivado semissintético da minociclina, que contém o grupo N,N-
dimetilglicilamido na posicdo C9, apresenta O6tima atividade antibacteriana contra bactérias
resistentes as primeiras tetraciclinas Mais recentemente, pesquisadores da Paratek
Pharmaceuticals anunciaram a entrada do composto intitulado PTK-0796 em fase I de testes
clinicos. Este composto contém o grupo dimetil-propil-amino na posicdo C9 da minociclina e
também tem apresentado amplo espectro de atividade antibacteriana (ZHANEL et al., 2004;
SHLAES, 2006 apud PEREIRA-MAIA; SILVA; ALMEIDA, 2010). Com estes resultados,
novas relagdes entre estrutura e atividade t€m surgido, indicando que a substitui¢do na
posicdo C9 das tetraciclinas, principalmente da minociclina, é bastante promissora na
obtencdo de novos antibidticos da familia das tetraciclinas (PEREIRA-MAIA; SILVA;
ALMEIDA, 2010). A Figura 3 mostra os principais aspectos da relacdo estrutura x atividade.

Configuragdo estereoquimica-

gat T Remogio da dimetilamina
a € importante para a atividade

reduz atividade. Adigdo de
alguilaminas maiores reduz
atividade

Substituicao da amida
por aldeidos ou nitrites

reduz a atividade.
A coordenagio dos metais
platina e palidio no anel
A da tetracichna e
2 ==y - doxicichina aumenta a
Sistema cero-encl proximo ao ancl D ¢ importante para atividade
a atividade. Configuragdo stereoquimica- o. na posicao C- | -
12a ¢ importante para a atividade, Modificacdes nas
posicdes 1, 3, 4ae 10 resultam em perda de atividade
| O
R- —N
x\/\N/ 7 - o
H Mitrogéaio basico no
derivados de glicilarrido adiciorados na grupo glicil ¢ essencial
posigdo C-9 da minociclina gera as para a atividade
glicilciclinas o] —_— antibacteriana. -
\ H | Substituicao por outros
R= M - aminoacidos gera perda
\/\\'N de atividade.
H =
Tigeciclira é formadz pela adigao de
(t=butilglicilanido) na posicao C=9
=  R= l"\ H [ PTK-0796 entrou no ano de 2005 em |

 _N. o ey fase | de testes clinicos sendo o primeiro |

j,a e e representante da classe das aminometilciclinas

Figura 3 - Aspectos relacionados a relagdo entre estrutura e atividade para tetraciclinas. Fonte:
Pereira-Maia (2010).
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2.3.2 Farmacologia

As tetraciclinas sdo antibidticos de largo espectro. Este grupo inclui a tetraciclina, a
oxatetraciclina, a democlociclina, a limeciclina, a doxiciclina e a minociclina (RANG et al,

2007, grifo do autor).

2.3.2.1 Mecanismo de ac¢ao e resisténcia

As tetraciclinas sdo consideradas bacteriostaticas, € ndo bactericidas, pois elas inibem
a sintese de proteinas através da ligacdo com a subunidade 30S dos ribossomos, impedindo a
ligacdo do aminoacil-tRNA. Como resultado, a adicdo de novos aminodcidos para o aumento
da cadeia proteica é bloqueada. A liberacdo de proteinas também € inibida. A seletividade
frente aos ribossomos bacterianos em relacdo aos ribossomos de eucariotos deve-se a
diferengas estruturais nos ribossomos e também a concentracdo seletiva do antibidtico nas
células bacterianas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). A Figura 4 apresenta um

esquema do mecanismo da a¢do antibacteriana das tetraciclinas.

periplasma citoplasma
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Tetraciclina
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E g

i
Tetraciclinas  previnem a adicio de
amincdcidos ¢ consequentemente impedem a
sintese protéica

Figura 4 - Esquema mostrando o mecanismo de agdo das tetraciclinas.
Fonte: Pereira-Maia (2010).

A emergéncia da resisténcia as tetraciclinas tem limitado seu uso no tratamento de

infeccdes bacterianas em humanos. Diferentes mecanismos de resisténcia as tetraciclinas
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foram identificados e dois destes mecanismos com significado clinico serdo discutidos: o
efluxo do medicamento e a protecdo ribossomal. No mecanismo por efluxo, comumente
encontrado em bactérias Gram-negativas, hd uma diminuicdo do acesso das tetraciclinas ao
ribossomo por redugdo da concentracao intracelular do antibiético a um nivel bem abaixo do
necessdrio para a sua atividade. Neste mecanismo, proteinas transmembranares (Tet A)
exportam tetraciclinas para fora da célula, provocando uma menor concentracdo da droga
dentro das células bacterianas. A Tet A acopla o transporte de uma molécula de tetraciclina,
na forma de um complexo de Mg(Il), [TcMg]+, de dentro para fora das células a entrada de
um préton. Com relacdo ao mecanismo por prote¢do ribossomal, proteinas citoplasmaticas
protegem o ribossomo da acdo das tetraciclinas e a sintese proteica prossegue normalmente.
Em bactérias sensiveis, as tetraciclinas ligam-se ao ribossomo e mudam sua conformacgdo

padrdo interrompendo a sintese proteica (PEREIRA-MAIA; SILVA; ALMEIDA, 2010).
2.3.2.2 Indicacdo clinica e aspectos farmacocinéticos

A resisténcia microbiana e a chegada de outros antibiticos como quinolonas
fluoradas, azitromicina, entre outros, tem desbancado grande parte das indicagdes iniciais das
tetraciclinas. Contudo, seguem sendo eficazes em um grande numero de infeccdes (PEREZ-

TRALLERO; IGLESIAS, 2003). O quadro 2 indica as principais indicacdes das tetraciclinas.

Quadro 2 — Indicagdes das tetraciclinas

Principais Indicacoes Outras indica¢oes menos Uso potencial
comuns
InfeccOes respiratorias causadas por | Tularemia Outras doencas de pele

Mycoplasma pneumoniae
SIADH (demeclociclina) |Infecgdes causadas por

Periodontites protozodrios

MRSA (minociclina e
Doenca de Lyme (estdgios 1 e 2) tigeciclina) Artrite reumatoide
Brucelose Bartonelose Doencgas nao

infecciosas do cérebro
Malaria, diarreia de viajantes, c6lera e | Sifilis

leptospirose (prevencdo e tratamento) Doencas
Carbunculo (antraz | cardiovasculares

Conjuntivite e tracoma causados por | maligno)

Chlamydia trachomatis Cancer
Orquiepididimite

Psitacose devido a Chlamydia psittaci
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Gastrite  causada  por
Febre maculosa, febre tifoide, febre Q | Helicobacter pylory
e outras rickettisias causados por |(tetraciclina em conjunto
Rickettsiae com citrato de bismuto
coloidal e metronidazol)

Acne

Rosacea

Linfogranuloma venéreo, uretrite
ndo-gonocdcica e granuloma inguinal

Adaptado de Pereira-Maia (2010)

As tetraciclinas sdo administradas geralmente por via oral, porém podem também ser
administradas parenteralmente. A absorcdo da maioria das preparacdes € pelo intestino e varia
de 60-80% sendo o restante eliminado pelas fezes e urina, € irregular e incompleta, porém
pode ser melhorada na auséncia de alimentos. Como as tetraciclinas sdo quelantes dos ions
metalicos (célcio, magnésio, ferro, aluminio), devido ao fato de na sua estrutura quimica
existir um grande numero de possiveis locais de ligacdo, formam com grande facilidade,
complexos metdlicos ndo-absorviveis, a absor¢do estd diminuida na presenca de leite, certos
antidcidos e preparagdes com ferro. A minociclina e a doxiciclina sdo virtualmente
completamente absorvida (BUTH, 2009; RANG et al., 2007). A meia-vida normal da
tetraciclina € de 6 a 11 horas, sendo que as concentragdes terapéuticas podem ser alcangadas
ap6s 2 a 3 dias (HORBYLON, 2008).

Os efeitos adversos mais comuns sdo os distirbios gastrintestinais causados
inicialmente por irritacdo direta e mais tardiamente por modifica¢des da flora intestinal. Pode
ocorrer deficiéncia de vitamina do complexo B, bem como superinfec¢do. Como elas quelam
o Ca** (fon célcio), as tetraciclinas sdo depositadas nos 0ssos e nos dentes em crescimento,
causando manchas e, as vezes, hipoplasia dentdria e deformidades 6sseas. Elas, portanto, ndo
devem ser administradas a criangas, mulheres gravidas ou maes em periodo de amamentacao.
Outro risco para as mulheres gravidas € a hepatotoxicidade. A fototoxicidade (sensibilizacdo a
luz solar) também ja foi vista, particularmente com a demeclociclina. A minociclina pode
produzir distirbios vestibulares (tonturas e nduseas) relacionados a dose. Altas doses das
tetraciclinas podem diminuir a sintese protéica nas células hospedeiras — efeito antianabdlico
que pode resultar em lesdo renal. O tratamento a longo prazo pode causar alteracdes na

medula 6ssea (RANG et. al., 2007).
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2.3.3 Caracteristicas fisico-quimicas

As tetraciclinas livres sd3o substdncia anféteras cristalinas de baixa solubilidade.
Quando disponiveis na forma de cloridrato sdo mais soldveis. Estas solugdes sdao acidas e
bastante estaveis (TAVARES, 1986 apud BUTH, 2009). O Cloridrato de tetraciclina tem
como férmula molecular Cy;H24N,05.HCl, estrutura quimica representada na figura 5, o seu
peso molecular € 480,90. Apresenta poténcia de, no minimo, 90,0% e, no maximo, 125,0% de
C2oH24N,04.HCI, em relacdo a substancia dessecada. A tetraciclina € um po cristalino amarelo
e inodoro. E moderadamente higroscépio e estiavel quando em contato com ar. No entanto,
quando exposta a luz intensa e umidade, ocorre o escurecimento do p6. Em pH abaixo ou em
solucdes de hidroxidos alcalinos, a tetraciclina é rapidamente degradada. O pH da solucdo a
1% esta entre 1,8 a 2,8. Para a solucdo injetavel reconstituida a especificagdo dopH é de 2 a 3
(YAMAMOTO,1999; BRASIL, 2010).

Menos soldvel em dgua que a oxitetraciclina, 1g do cloridrato de tetraciclina dissolve
em 10 mL desta e em cerca de 100 mL de édlcool. A solugdo aquosa se turva quando em
repouso por determinado tempo, devido 2 formagio da tetraciclina base por hidrélise. E
praticamente insoltivel em éter e cloroférmio. Muito pouco solivel em acetona e solivel em

metanol (YAMAMOTO, 1999).

HO;C

- HCI

OH!
Qi O OH O O

Figura 5 — Estrutura quimica do cloridrato de tetraciclina. Fonte: Farmacopeia Brasileira
(2010).

2.4 Forma Farmacéutica Capsulas

Formas farmacéuticas sdo sistemas especialmente desenvolvidos para a veiculagdo de

farmacos, sendo estas de fundamental importancia para o sucesso da terapéutica, viabilizando



34

a administracdo de medicamentos pelas diversas vias existentes no organismo, dentre elas
destaca-se a via oral (ANSEL; ALLEN; POPOVICH, 2007).

De acordo com a ANVISA (2007) o conceito para cdpsula €, forma farmacéutica
solida na qual o principio ativo e/ou os excipientes estdo contidos em um invélucro solivel
duro ou mole, de formatos e tamanhos variados, usualmente contendo uma dose unica do
principio ativo. Normalmente é formada de gelatina, mas pode também ser de amido ou de
outras substancias.

A maioria das formas farmacéuticas s6lidas produzidas em escala oficial é constituida
por cdpsulas de gelatina dura. O destaque das capsulas de gelatina dura entre as formas
farmaceéuticas sélidas é justificado pelas, suas vantagens, tanto de produ¢do como para o
paciente, salientando-se: a boa protecdo ao firmaco, mascaramento de mds caracteristicas
organolépticas, facil identificacdo pelo paciente através da utilizacdo de cores variadas e o
fato de apresentarem relativamente poucos problemas de formulacdo, pois requerem um
numero reduzido de adjuvantes, além de boa biodisponibilidade da substancia ativa, se
comparada a outras formas farmacéuticas solidas (CARVALHO, 1976; FAHRIG; HOFER,
1983).

As cédpsulas duras oferecem uma forma de dosagem individualizada, que pode ser
facilmente preparada na farmécia. Uma vez que a quantidade de farmaco contida nas capsulas
¢ exata, essa forma farmacéutica é especialmente empregada para a administracdo de
farmacos de elevada poténcia biologica (THOMPSON, 2006).

Como formas de liberac@o imediata, o comportamento das capsulas apds a degluti¢cao
deve permitir a répida liberagdo do farmaco. Neste caso, considera-se relevante a escolha
correta dos excipientes em fungdo de suas caracteristicas fisico-quimicas e compatibilidade
com o farmaco (FERREIRA, 2008).

Industrialmente, os farmacos sido veiculos sob a forma de cépsulas quando
particularidades relacionadas a compactagao do p6 e elevada concentracao impedem que estes
sejam produzidos sob a forma de comprimidos. Por outro lado é necessario considerar que as
capsulas, a exemplo de qualquer forma farmacéutica s6lida, podem apresentar problemas de
biodisponibilidade, dado que a liberacdo do farmaco e sua consequente dissolu¢do e absorcao
devem ocorrer de modo satisfatério, para tal, a formulagao deve ser a mais adequada possivel
assim como o seu método de preparo (PETRY et al., 1998; HOSTETLER, 2001; SINGH et
al., 2002).

Segundo Petry et al. (1998) varios sdo os fatores capazes de influenciar a

biodisponibilidade de um farmaco. Entre os fatores tecnoldgicos e de formulacdo destacam-se
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as caracteristicas da substancia ativa, a forma farmacé€utica propriamente dita, a tecnologia de
preparacdo, e a composi¢ao quantitativa e qualitativa dos adjuvantes presentes na preparacao
A literatura registra que os adjuvantes utilizados numa formula¢do, em funcido de suas
caracteristicas fisico-quimicas podem afetar significativamente a cedéncia da substincia ativa.

A formulacdo de cdpsulas constitui-se, portanto, numa etapa fundamental em virtude
de suas implicacdes para o aproveitamento do farmaco pelo organismo do paciente e a técnica
do preparo deve ser adequada, de forma que o medicamento produzido esteja conforme as

especificagdes desejadas, contribuido para um tratamento eficaz (FERREIRA, 2008).

2.5 Caracteristicas de Qualidade

Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010) controle de qualidade é o conjunto de
medidas destinadas a garantir, a qualquer momento, a producdo de lotes de medicamentos e
demais produtos, que satisfacam as normas de identidade, atividade, teor, pureza, eficicia e
inocuidade.

Na aquisi¢cdo de medicamentos, é desejavel que estes tenham, antes de tudo, qualidade.
Existem, pelo menos, duas dimensdes para a qualidade desejada. A primeira diz respeito a
questdes hoje plenamente reconhecidas e valorizadas, gracas a crescente atuacdo dos
epidemiologistas e farmacologistas clinicos, como eficicia, efetividade e adequabilidade ao
perfil nosolégico do servico de saude ou da populagdo a que se pretende atender. Estas
exigéncias devem ser previamente resolvidas por um bom processo de selecdo e
padronizacdo. A segunda dimensdo aqui focalizada trata do estabelecimento do grau de
exigéncia de qualidade pretendido e do que pode ser efetivamente feito durante o processo de
aquisi¢do para garanti-lo JOHNSON & BOOTMAN, 1994).

O que se espera de um medicamento (firmaco mais excipientes ou veiculos) é que ele
tenha, no momento do uso, preservada sua acdo farmacolégica e que a toxicidade da
formulacdo mantenha-se em niveis aceitdveis, conforme o determinado pelos testes que
precedem sua comercializacdo. Tanto os principios ativos como os veiculos ou excipientes
podem contribuir para situagdes desejdveis ou indesejdveis na terapéutica. Considere-se,
ainda, que a estabilidade da formulacdo dependa tanto do farmaco per se, quanto da mistura
de excipientes ou veiculos utilizados, assim como da interagdo entre ambos face as condi¢des
as quais estdo submetidos. Essas condi¢cdes podem se dividir em intrinsecas e extrinsecas. As

primeiras, de responsabilidade do fabricante, estdo relacionadas a qualidade da matéria prima,
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do processo produtivo e do material de embalagem. As condi¢des extrinsecas correspondem
principalmente a fatores ambientais como luminosidade, temperatura e umidade (DEFELIPE,
1985).

A estabilidade fisica se expressa pela integridade da formulagdo farmacéutica. Sdo
exemplos de perda de estabilidade fisica o amolecimento de cdapsulas gelatinosas, o
esfarelamento de comprimidos, a formacgdo de caking (formacgdo de depdsito endurecido) nas
suspensdes, a quebra de emulsdes, etc. A perda da integridade lesa as caracteristicas
biofarmacéuticas, levando a um inevitdvel comprometimento de eventos, como a liberacdo e a
absor¢do do principio ativo. A estabilidade quimica é perdida com a degradacdo dos
componentes, o que significa sempre a formacdo de produtos de decomposi¢do diferentes dos
originais. Disto podem decorrer dois problemas. O primeiro € a perda do efeito
farmacoldgico, dado que a concentrac@o do principio ativo se distanciara da faixa terapéutica.
O outro € que, algumas vezes, o produto de decomposi¢do tem uma toxicidade prépria, vindo
a comprometer o efeito benéfico desejado. Finalmente, a perda da estabilidade microbiolégica
pode significar tanto a contaminacao por microrganismos além nos niveis admitidos para uma
determinada forma farmacéutica quanto a perda da atividade bioldgica de um produto
(LUIZA; OSORIO-DE-CASTRO; NUNES, 1999).

Com o avanco da tecnologia, produzem-se cada vez mais farmacos com estreitas
margens terapéuticas, o que exige procedimentos técnicos sofisticados, e, ainda assim,
insuficientes para avaliar a qualidade e estimar sua a¢do farmacoldgica. De qualquer modo, €
possivel arbitrar até que ponto pretende-se exigir garantias de qualidade com a inclusdo de
procedimentos que privilegiem desde a inspecdo macroscopica e identificacdo até a realizacdo
de andlises para determinagdo de uniformidade e teor percentual, de testes fisico-quimicos, de

ensaios de bioequivaléncia (LUIZA; OSORIO-DE-CASTRO; NUNES, 1999).

2.5.1 Controle de qualidade de formas farmaceéuticas sélidas

Do ponto de vista farmacéutico, as formas sélidas sdo mais estdveis que suas
contrapartidas liquidas e, assim sdo as preferidas para os farmacos pouco estiveis. A
fabricacdo industrial em grande escala diminui o custo, assim como a facilidade na
embalagem, estocagem e distribuicdo (HIR A. LE, 1997).

Na fabricacdo dos comprimidos e cdpsulas geralmente sdo adicionados, além da
substancia ativa, excipientes inertes para melhorar a aparéncia fisica das formulagdes, facilitar

seu manuseio, melhorar a estabilidade e ajudar a desintegracdo apés a administragdo. Embora
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inertes muitas vezes, esses ingredientes influenciam as caracteristicas de liberacdo da
substancia ativa da sua matriz. Consequentemente deve ser tomado cuidado especial na
selecdo e avaliacdo desses excipientes e na tecnologia de fabricagdo para assegurar que a
disponibilidade fisioldgica e a eficdcia terapéutica da substancia ativa ndo sejam diminuidas.
Os farmacos devem ser liberados da forma farmacéutica na quantidade apropriada e de modo
que o inicio e a duracdo de sua acdo sejam os desejados (STORPIRTIS; OLIVEIRA;
RODRIGUES; MARANHO, 1999).

Em alguns casos, as propriedades fisico-quimicas da substincia ativa tais como:
solubilidade, o tamanho das particulas, polimorfismo, higroscopicidade, presenca de
impurezas, influenciam sua disponibilidade fisioldgica. (CARCAMO, 1981; ANSEL;
ALLEN; POPOVICH, 2007) Assim € de grande importancia para a eficicia de um produto
que as caracteristicas inerentes ao farmaco, a presenca de excipientes que favorecam ou
dificultem a dissoluc@o e as técnicas de fabricacdo empregadas sejam bem desenvolvidas,
estabelecidas e controladas. (GIBALDI, 1991; ANSEL; ALLEN; POPOVICH, 2007) Estes
fatores devem ser vastamente estudados durante o desenvolvimento farmacotécnico do
produto. Um controle adequado durante o processo de fabricacdo do medicamento seguindo
as boas praticas de fabricacdo deve reduzir a0 minimo a variag¢do entre doses unitarias no lote
e entre os lotes (BRANDAO, 2006).

Na producdo de cdpsulas devem ser cumpridas as especificagdes exigidas nas
farmacopéias, que estabelecem limites minimos de aceitabilidade e ensaios que devem ser

realizados para garantir a qualidade das mesmas (GIANOTTO, 2008).

2.5.1.1 Identifica¢do do principio ativo

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010) os ensaios de identificacdo
possibilitam verificar, com um nivel de certeza aceitdvel, que a identidade do material sob
exame estd de acordo com o rétulo de sua embalagem. Embora especificos, eles ndo sao,
necessariamente, suficientes para estabelecer prova absoluta de identidade. Entretanto, o ndo
cumprimento dos requerimentos de um ensaio de identificacdo pode significar erro de
rotulagem do material. Outros testes e especificacdes na monografia contribuem para a
confirmacdo da identidade do artigo sob exame.

Alguns ensaios de identificacio devem ser considerados conclusivos como;

infravermelho; espectrofotometria com absorcdo especifica e cromatografia a liquido de alta
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eficiéncia acoplada a espectrofotometria. Esses ensaios devem ser realizados em
complemento ao ensaio do contra fon, quando aplicavel (BRASIL, 2010).

Considerando que o farmaco € o principio ativo do medicamento, sua identificacdo é
um quesito bdsico para eficdcia e seguranca do produto. Outrossim, hd ainda o risco de
adulteracdo de matérias-primas excipientes por outras de menor custo que, embora de
caracteristicas semelhantes, poderdo acarretar em problemas potenciais de formulacdo (GIL;

MATIAS; ORLANDO, 2010).

2.5.1.2 Determinacgdo de peso médio

O teste de determinacdo de peso médio segundo a Farmacopéia Brasileira (2010) se
aplica a formas farmacéuticas sélidas em dose unitdria (comprimidos ndo revestidos,
comprimidos revestidos, pastilhas, cdpsulas duras e moles e supositérios), formas
farmaceéuticas solidas acondicionadas em recipientes para dose unitdria (pds estéreis, pos
liofilizados, pds para injetaveis e pds para reconstituicdo de uso oral) e a formas farmacéuticas
sOlidas e semissdlidas acondicionadas em recipientes para doses multiplas (granulados, pds,
géis, cremes, pomadas e pds para reconstituicdo). As pesagens sdo feitas em balancas de
sensibilidade adequada. Para produtos em dose unitdria, o teste permite verificar se as
unidades de um mesmo lote apresentam uniformidade de peso. Para realizar o teste, é

necessdario determinar, previamente, o peso médio de unidades do lote.

2.5.1.3 Teste de desintegra¢ao

Testes de desintegracdo para comprimidos e cdpsulas, de acordo com a Farmacopéia
Brasileira (2010) permite verificar se comprimidos e cdpsulas se desintegram dentro do limite
de tempo especificado, quando seis unidades do lote sdo submetidas a acdo de aparelhagem
especifica sob condi¢des experimentais descritas.

O teste se aplica a comprimidos nao revestidos, revestidos com filme ou com
revestimento agucarado (drageas), comprimidos com revestimento entérico, comprimidos
sublinguais, comprimidos soliveis, comprimidos dispersiveis, cdpsulas duras e cdpsulas
moles. Pode ser aplicado a comprimidos mastigéveis, nesse caso as condi¢des e critérios de

avaliacdo constardo na monografia individual. O teste ndo se aplica a pastilhas e comprimidos
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ou capsulas de liberacdo controlada (prolongada). A desintegracdo € definida, para os fins
desse teste, como o estado no qual nenhum residuo das unidades testadas (cdpsulas ou
comprimidos) permanece na tela metdlica do aparelho de desintegracdo, salvo fragmentos
insoliveis de revestimento de comprimidos ou invélucros de cédpsulas. Consideram-se,
também, como desintegradas as unidades que durante o teste se transformam em massa

pastosa, desde que ndo apresentem nucleo palpavel (BRASIL, 2010).

2.5.1.4 Doseamento

Os ensaios de poténcia ou doseamento sdo aqueles que visam quantificar o teor de
substancia ativa em medicamentos. Nessa perspectiva, a crescente demanda por matéria-
prima de composi¢do quimica definida, com elevado grau de pureza e qualidade tem levado
as industrias de transformacdo a implantar e/ou implementar as andlises qualitativas e
quantitativas com o intuito de garantir que as matérias-primas atinjam certas especificacdes e
que o produto final tenha qualidade adequada para fins de comercializagdo. No que se refere
as andlises quantitativas, estas s@o utilizadas como o objetivo de estabelecer a concentracdo
dos componentes essenciais presentes em uma determinada amostra. Esse processo é
chamado de doseamento (GIL; MATIAS, 2010).

No que diz respeito, a determinacdo do teor, dependendo do farmaco e forma
farmaceéutica, podem existir diferentes métodos validos oficiais ou ndo. Numero este que se
diversifica com o desenvolvimento da quimica analitica e do arsenal terapéutico. Com relagcdo
aos métodos oficiais, existem diferencas quanto as metodologia, as quais estdo atreladas a
realidade econdmica de cada pais. Entretanto, sem excecdo, as multinacionais farmacéuticas
adotam os métodos cromatograficos como oficiais de doseamento, especialmente de produtos
acabados. Destacando-se a Farmacopéia Americana que indica método HPLC-UV para o
doseamento da grande maioria de suas monografias. Outras farmacopeias sdo mais
diversificadas, apresentando métodos de doseamento alternativo, tais como volumetria em
meio ndo aquoso, titulacdes potenciometricas, espectrometria no UV-visivel entre outros

(GIL; MATIAS, 2010).
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2.5.1.4.1 Método bioldgico

Um ensaio microbiolégico € definido como um procedimento préitico no qual a
poténcia desconhecida de um material € estimada por comparagdo de seus efeitos em um
sistema bioldgico (que neste caso se trata de uma cultura de microrganismos) com aqueles do
padrdo de referéncia, cuja poténcia € conhecida (HEWITT, 2007).

O principal uso do doseamento microbioldgico é na determinacdo da poténcia de
substancias inibidoras de crescimento (principalmente antibiéticos) e de compostos
promotores de crescimento (aminodcidos e vitaminas). Existem duas principais técnicas: o
ensaio de difusdo em dgar e ensaio de tubo (HEWITT, 2007).

O método de difusdo em &dgar depende da difusdo do antibidtico através de uma
camada de agar solidificado em uma extensdo tal que o microrganismo seja totalmente inibido
em uma drea ou zona ao redor do reservatorio contendo solu¢do do antibidtico. Neste ensaio,
correlaciona-se o tamanho da zona de inibicdo com a dose da substdncia ensaiada. Este é o
método mais amplamente utilizado para a determinacdo de poténcia de antibidtico. O método
de difusdo emprega meio de cultura sélido inoculado, distribuido em placa, em sistema de
mono ou bicamada, através do qual a substancia teste se difunde. A solugdo teste € aplicada
sobre a superficie deste meio, em uma 4rea restrita, e as placas sdo entdo incubadas
(LOURENCO, 2006): Dessa forma a cepa bacteriana semeada cresce até encontrar a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a partir do ponto de aplica¢do se forma um halo de
inibicdo ao redor do cilindro. Esse halo € determinado em milimetros e € diretamente
proporcional a concentracio do antimicrobiano. Assim, a medida que se aumenta a
concentracdo do antimicrobiano sdo obtidos halos maiores até que se esgote a capacidade de
difusdo do antimicrobiano no 4gar. Nesse ponto, o aumento da concentracdo do
antimicrobiano ndo mais aumenta o halo de inibicdo (KONEMAN et al., 2001).

Ja o método ensaio de tubo ou tubidimétrico depende da inibi¢do de crescimento de
uma cultura microbiana em soluc¢io uniforme do antibiético em meio fluido, ao qual deve ser
favoravel ao crescimento microbiano réapido quando da auséncia de antibidtico. Este método
considera a relagdo entre a propor¢do de crescimento de uma populagdo microbiana no meio
liquido e a concentracdo da substancia ensaiada, sendo mais utilizado para dosagem de
vitamina e aminodcido (LOURENCO, 2006).

A caracteristica dos reativos bioldgicos € a sua variabilidade. Enquanto os reativos
fisico-quimicos podem ser definidos e padronizados para fornecerem resultados idénticos em

todos os laboratérios, € impossivel definir totalmente os reagentes bioldgicos, apesar dos
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esforcos de entidades internacionais neste sentido. Essa variabilidade inerente aos reativos
bioldgicos tornam imprescindivel: a) o emprego de padrdes de referéncia adequado para se
obter poténcias relativas e b) o emprego de métodos estiticos para delineamentos

experimentais e andlise dos resultados (BRASIL, 2010).

2.5.1.4.2 Método de doseamento fisico-quimico

Por definicdo, os ensaios de qualidade englobam ensaios fisicos ou fisico-quimicos
que ndo sdo aplicados a andlises de identidade, pureza ou poténcia. Os ensaios fisicos, por sua
vez, sdo geralmente, aplicados a produtos acabados, e estdo associados de modo direto ou
indireto, a um ou mais dos seguintes aspectos:

a) estabilidade fisica;
b) uniformidade;
¢) biodisponibilidade.

A conformidade com as especificacdes de qualidade, para esses ensaios de
desempenho fisico, € importante para garantir a eficicia terapéutica e prazo de validade das
diversas formas medicamentosas ou cosmética (GIL; MACHADO, 2010).

Formas farmacéuticas soélidas, como comprimidos, cédpsulas, pds e granulados,
requerem variados ensaios de qualidade fisicos oficiais, bem como, na maioria dos casos, de
ensaios complementares ndo-oficiais. Entre os ensaios oficiais destacam-se ensaios de
resisténcia mecanica, uniformidade e biodisponibilidade in vitro. Os ensaios relacionados com
resisténcia mecanica, tais como dureza e friabilidade, visam avaliar ou estimar estabilidade
fisica de comprimidos; ja ensaios como tempo de desintegracdo e tempo de dissolugdo, sdo
ensaios in vitro que servem como parametro de biodisponibilidade para comprimidos,
drigeas, cdpsulas e supositorio, e, finalmente, ensaios associados a uniformidade, tais como
peso médio e individual de unidades de dose individual ou multiplas, servem para assegurar
aspectos posoldgicos. Ja entre os ensaios de qualidade nao-oficiais relacionados com as
formas solidas, destacam-se dimensdes de formas obtidas por compressdo, adesividade de
capsulas, cor, sujidade, entre outros ensaios empregados no controle de processo ou da

qualidade fisica de produtos acabados (GIL; MACHADO, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a qualidade de cdapsulas de tetraciclina disponiveis para
comercializacao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar os testes fisico-quimicos de peso médio, desintegragdo,
doseamento;

. Comparar os resultados de doseamento pelos métodos fisico-quimico e
microbiol6gico;

. Avaliar o resultado dos testes segundo parametros farmacopéicos.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Amostras
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Foram adquiridos, comercialmente, capsulas e o pé padrao, conforme a descricao a

seguir:

A — Cépsula dura contendo 500 mg de cloridrato de tetraciclina, medicamento genérico,

obtido na farmdcia basica;

B — Cépsula dura contendo 500 mg de cloridrato de tetraciclina, medicamento

obtido em farmacia comercial;

P — P6 padrao, Tetraciclina, obtido em farmécia de manipulacao;

4.1.2. Microorganismos teste

Staphylococcus aureus;

4.1.3 Substancias e meios de cultura

° Agar Caseina — soja, USP, BD;

e Tampao peptona cloreto de sédio pH = 7,0;
e Cloreto de Sédio 0,9%;

e Polissorbato de sédio 80 (Tween 80);

o Agua destilada.

4.1.4. Equipamentos e acessorios

¢ Balanca analitica Marte, mod AY220;

¢ Balanca semi-analitica, Bel Engineering, Mark;

¢ Espectrofotdmetro Visivel Digital Microprocessado, Quimis;
e Estufa de secagem e esterilizacdo, Biopar;

e Estufa Bacterioldgica, Qualxtron;

e Autoclave Vertical, Phoenix;

similar,



44

¢ Pipetas automaticas, Digipet;

e Contador digital;

¢ Bico de Bunsen;

e Banho-maria Termostético, Hydrasan;

e Vidrarias diversas (placas de Petri, erlenmeyers, béqueres, bastdes de
vidro, tubos de ensaio, pipeta graduada);

e Ponteiras;

e Alca platinada;

e Pissetas com alcool a 70%.

4.2 Métodos

4. 2. 1 Determinacdo de peso médio

A determinacdo de peso médio das cépsulas foi realizada conforme Farmacopéia

Brasileira v.1 5 ed. (2010).

. Mediu-se a massa de 20 unidades de cdpsulas individualmente, de cada
amostra;

. Removeu-se o conteido de cada uma, limpou adequadamente, com uma
haste contendo um algodao na sua extremidade e em seguida pesou novamente;

. Determinou-se a massa do conteido de cada capsula pela diferenca de
peso entre a cdpsula cheia e capsula vazia;

. Com os valores obtidos, foi determinado o peso médio de cada

conteddo, a partir do calculo:

Peso médio = (3_Pi)/N

Onde: Pi: pesos individuais das unidades N: ndmero de unidades pesadas.
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4.2.2 Teste de desintegracdo

O teste de desintegracdo das amostras foi realizado conforme Farmacopéia Brasileira
v.1 5% ed. (2010).

° Utilizou seis unidades de cada amostra no teste, colocando uma unidade
em cada um dos seis tubos da cesta;

° Acionou o aparelho, sem adicionar os discos, utilizando 4cido cloridrico
0,1 M mantido a 37 + 1 °C como liquido de imersdo, por 60 minutos;

. Cessou o movimento da cesta e analisou as cdpsulas. Observando se
nenhuma unidade apresentou qualquer sinal de desintegracdo, rachadura ou
amolecimento, que possibilite o extravasamento do seu conteido;

) Em seguida, colocou em cada tubo um disco e acionou o aparelho,
utilizando soluc¢do tampdo fosfato pH 6,8 mantido a 37 = 1 °C como liquido de
imersao;

) Aguardou 45 minutos, cessou o movimento da cesta e observou o

material em cada um dos tubos;

4.2.3 Teste de poténcia antimicrobiana

O teste de poténcia antimicrobiana foi realizado conforme Farmacopéia Brasileira v.1

5% ed. (2010).

4.2.3.1 Preparo de culturas estoques

Seguindo as instrugdes especificadas no rétulo preparou os meios de cultura,
esterilizando-os em autoclave a 121°C por 15 min. Em seguida distribuiu 0os meios em tubos e
os inclinou, a fim de se obter meio inclinado para o repique das cepas padrdo que serviram
para a execucao do teste.

. O volume de 2 mL da suspensdo padronizada foi empregado

como inoculo para porgdes de 100 mL de meio de cultura estéril.
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4.2.3.2 Padronizagdo do in6culo

A partir de culturas estoques, as bactérias Staphylococcus aureus foram transferidas
com auxilio de al¢a platinada para meio inclinado de 4gar caseina-soja. Incubou estas culturas
por 12 a 24 horas a 36 °C. Apés este periodo de incubagdo adicionou ao meio 1 mL de salina
a 0,9 % e homogeneizou levemente. Realizou diluicdes seriadas da suspensdo até encontrar
com auxilio do espectrofotdmetro no comprimento de onda 580 nm, a diluicao de 25% de

transmitancia.

/ 1ml
> Salina
0,9%
580 nm, 25%
Staphylococcus aureus Transmitancia

Figura 6 — Padronizac¢do do in6culo

4.2.3.3 Preparo da amostra

Foram ensaiadas em triplicata amostras contendo cloridrato de tetraciclina nas

seguintes apresentacoes:

P — Padrao (P6 cristalino de Cloridrato de tetraciclina);
A — Medicamento genérico Cloridrato de Tetraciclina 500 mg;

B — Medicamento Similar, 500 mg;

. Para o doseamento microbiolégico, o padrio e as amostras foram
transferidos, cerca de 0,2 g do padrado; 0,213 g da amostra A e 0,216 g da amostra B
para baldao volumétrico de 100 mL com auxilio de 70 mL de 4cido cloridrico 0,01 M.

. Agitou-se e completou-se o volume com solugdo com o0 mesmo
solvente, em seguida, foi diluido sucessivamente, até concentragdes de 150 pg/mL ,

300 pg/mL e 600 pg/mL , utilizando dgua estéril.
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° Em seguida, de cada solu¢do foram retirados 200 puL, e colocados em
seis cilindros de ago inoxiddvel dispostos em uma placa de petri preenchida com uma
camada base contendo, 20 mLL meio, € uma camada com, 5 mL deste mesmo meio
semeada com 2% do in6culo.

. As placas foram incubadas na temperatura 37 °C, durante um periodo
de 16 a 18 horas.

. Foi medido o diametro dos halos de inibi¢do empregando dispositivo

adequado para medida, o paquimetro;
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Figura 7 — Preparo das solugdes e teste de poténcia antimicrobiana
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O doseamento por espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta foi realizado

conforme Farmacopéia Brasileira v.1 5% ed. (2010).

A partir dos dados do peso médio, transferiu-se uma quantidade do po

equivalente a 50 mg de cloridrato de tetraciclina para baldao volumétrico de

100 mL utilizando 80 mL de acido cloridrico 0,01 M;

e Agitou por 15 minutos, completou-se o volume com o mesmo solvente;

e Preparou-se a solucdo padrio na mesma concentracio, utilizando o mesmo

solvente;

e Transferiu-se 3mL das solucdes amostra e padrdo para baldes volumétricos

de 100 mL . Completou-se o volume com hidréxido de sédio 0,25 M;

e Homogeneizou-se e deixou em repouso por 6 minutos;

e Realizou-se a preparacdo do branco, em paralelo, nas mesmas condigdes,

omitindo-se a adi¢do de solu¢des amostra e padrao.

e Mediu-se as absorbancias das solu¢des em 380nm, utilizando-se a preparacao

do branco para ajuste do zero;

) Calculou-se a quantidade de C»;H24N,O5.HCI nas cdpsulas a partir das

leituras obtidas.

—
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Figura 8 — Doseamento por espectrofotometria ultravioleta visivel
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacio de peso médio
A determinagdo de peso médio visa a informar a homogeneidade por unidade do lote e
constitui-se numa ferramenta essencial para o controle de qualidade, podendo indicar a

ineficiéncia do processo de pesagem e enchimento (PALUDETTI, 2005).

Tabela 1 - Resultado dos testes de Peso Médio

Ensaio peso médio Amostra
A B
Massa Média (g) 0,5323 0,5398
DPR (%) 4,03 2,39
Resultado Aprovado Aprovado

Fonte: dados da pesquisa.

Segundo a RE 899/03, o desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo
(CV%), € a expressdo da precisdo do método. Representa a proximidade dos resultados
obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Foi

obtida a férmula:

DP
DPR = x 100
Peso Médio

Em que, DP € o desvio padrao.
De acordo com a metodologia utilizada, o desvio padrio aceitdvel para capsulas € de
no méaximo 6%. Todas as amostras se mantiveram dentro deste limite.
As figuras 6 e 7 apresentam o comportamento das amostras A e B. de cdpsulas
de Cloridrato de tetraciclina 500mg, dentro dos limites de aceita¢do para as mesmas.
Segundo a Farmacopeia Brasileira, a variagdo de peso aceitavel para cdpsula de
gelatina dura, contendo massa superior a 300 mg, € de + 7,5%, ndo sendo permitidas

mais do que duas unidades fora dos limites especificados e nenhuma unidade acima ou



abaixo do dobro das porcentagens indicadas nos limites de variagdo.

amostras A e B cumpriram com o teste.
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Figura 9 - Grafico com resultado do ensaio de determinacdo de peso médio da amostra A de

capsulas de tetraciclina. Fonte: dados da pesquisa
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Figura 10 - Grifico com resultado do ensaio de determinacdo de peso médio da amostra B de

cépsulas de tetraciclina. Fonte: dados da pesquisa

Embora a avaliacdo das amostras tenha demonstrado que o peso das capsulas

se encontra dentro de uma faixa de variacio em relacdo ao peso, a amostra A

apresentou comportamento menos homogéneo e maior desvio padrao relativo quando

N

comparada a

amostra B, apesar de ndo haver existido nenhuma reprovagdo pelos

critérios estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira, nem a presenga de pontos fora dos

limites de controle nos graficos. Segundo Montgomery (2004) mesmo que todos os
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pontos se situem entre os limites de controle, se eles se comportarem de maneira
sistemdtica ou ndo aleatdria, isso pode ser uma indicacdo de que o processo esta fora
do controle.

Silva (2007) concluiu no seu estudo que apesar de ser exigido pela legislagdao
como ensaio de controle de qualidade, a verificacdo do peso médio ndo permite fazer
estimativas reais sobre o processo. No maximo, sugere ao farmac€utico uma vaga
percepgao sobre a variabilidade existente, pois ndao fornece nenhuma informagao sobre
homogeneidade da mistura, uma vez que, neste ensaio, ndo ha determinacdo do teor de

ativo presente na formulacao.

5.2 Teste de desintegraciao

A desintegracdo € definida como o estado no qual nenhum residuo da unidade
(cdpsula ou comprimido), salvo fragmentos de revestimento ou matriz de cdpsulas
insoluveis, permanece na tela metalica do aparelho de desintegracdo. De acordo com a
Farmacopeia Brasileira (2010) o tempo méximo permitido para a desintegracdo de
cépsulas duras € de 45 minutos. As amostras A e B cumpriram com as especificacdes

do teste, sendo aprovadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultado dos testes de desintegracao

Ensaio desintegracao Amostra
A B
Tempo (min) 13 12
Resultado Aprovado Aprovado

Fonte: dados da pesquisa

A desintegracdo das cédpsulas das formulacbes A ocorreu em 13 minutos e da
formulacdo B em 12 minutos.

Segundo Hanson (1991) as formas farmacéuticas sdlidas orais, apds serem
administradas no organismo humano, devem liberar seu principio ativo através dos processos
de desintegracdo e dissolugdo, caracterizando a fase farmacéutica de acdo dos farmacos,
tornando-o disponivel, em quantidade suficiente, para ser absorvido. De acordo com Banker;
Anderson (2001), como a dissolucdo de um farmaco a partir de uma cdpsula fragmentada

controla, parcialmente ou totalmente, a concentra¢do dele no sangue, o teste de desintegragcdo
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€ usado como guia para otimizacao de uma férmula e como controle de processo, assegurando

a uniformidade entre lotes.

5.3 Doseamento por espectrofotometria ultravioleta visivel

As andlises quantitativas como teor e uniformidade de contetido, sdo realizadas com o
objetivo de estabelecer a concentra¢do do principio-ativo presente em determinadas amostras
(GIL, 2010). Os métodos utilizados para os ensaios de doseamentos correspondem ao método
instrumental espectrofotometria por ultravioleta e ao ensaio de dosagem microbiolégica de
antibidtico (Poténcia).

No doseamento por UV foram analisadas solu¢des Cloridrato de tetraciclina obtidas
das amostras A e B e o padrdo em espectro de absorcao no ultravioleta na faixa de 380nm. A

tabela 3 expressa os resultados obtidos no ensaio.

Tabela 3 - Resultado dos testes de doseamento por ultravioleta visivel

Doseamento UV Absorbancia Teor (%)
Padrao Amostra A AmostraB  Amostra Amostra B
A
1 0,497 0,489 0,540 98,23 108,48
2 0,489 0,497 0,549 99,84 110,29
3 0,501 0,505 0,540 101,45 108,48
4 0,501 0,497 0,549 99,84 110,29
5 0,501 0,497 0,549 99,84 110,29
Média 0,498 0,497 0,545 99,84 109,56
DPR (%) 0,94 1,02 0,80 1,02 0,80

Fonte: dados da pesquisa.

Pelos valores encontrados por essa técnica, as cdpsulas analisadas estdo conforme a
especificagdo dada na literatura, que aceita uma variagdo de 90% - 125% do valor
especificado de principio ativo no rotulo das cépsulas.

Concluindo-se entdo que a amostra cumpre o ensaio de identificagdo ja que possui
absorbancias entre os valores especificados na monografia do Cloridrato de tetraciclina. O
teor de cloridrato de tetraciclina para a amostra A foi de 99,84% e para a amostra B foi de
109, 56% o que encontra-se dentro do preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010).

De acordo com Gil (2007) os ensaios de poténcia ou doseamento sdo aqueles que
visam quantificar o teor da substancia ativa em medicamentos. Nessa perspectiva, a crescente

demanda por matérias-prima de composi¢do quimica definida, com elevado grau de pureza e
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qualidade tem levado as industrias a implantar as andlises qualitativas e quantitativas com o
intuito de garantir que as mesmas atinjam as especificagcdes e que o produto final tenha
qualidade adequada para fins de comercializagdo. As andlises quantitativas como teor e
uniformidade de conteddo, sdo realizadas com o objetivo de estabelecer a concentragdo do
principio-ativo presente em determinadas amostras.

Zarbielli et al. (2007) diz que determinar o doseamento dos farmacos é muito
importante no controle de qualidade de medicamentos manipulados e industrializados pois
quando a quantidade do principio ativo encontrada na forma farmacé€utica €, maior do que
deveria, pode ocorrer aumento no nimero e na intensidade de reacdes adversas. J4 quando a
quantidade ¢ menor do que deveria, pode ocasionar ineficicia terapéutica. Entdo com base na
avaliacdo dos resultados do doseamento do cloridrato de tetraciclina, verifica-se que as
amostras A e B foram aprovadas, pois as mesmas continham teor de cloridrato de tetraciclina
dentro do preconizado pela farmacopéia especifica. Portanto, nio comprometendo o
tratamento, pois como as dosagens estdo de acordo com a quantidade, o fairmaco chega ao

local de agdo e o efeito terapéutico € alcancado.

5.4 Doseamento microbiologico

Para a andlise de antibidticos, além dos métodos fisico-quimicos descritos nas
monografias das farmacopeias mais recentes, como recomendacdo os métodos
microbioldgicos sdo realizados. De acordo com Yamamoto (1999) encontram-se descritos na
forma de métodos gerais, sendo seletivos nos casos decisivos de avaliacio de um produto
quanto a poténcia, devido a sua maior necessidade para os diferentes grupos de antibidticos e
por representarem a atividade antimicrobiana.

A atividade (Poténcia) de antibidticos pode ser demonstrada sob condicdes adequadas
através de seu efeito inibitério sobre o crescimento microbiano. Uma reducdo na atividade
antimicrobiana pode revelar alteracdes sutis, ndo demonstrdveis por métodos quimicos
(PINTO, KANEKO E PINTO, 2010). Nessa pesquisa os resultados do teste foram obtidos
pela quantificacio do tamanho dos halos de inibicdo (Figura 8) obtidos quando o
microrganismo teste foi submetido a concentragdes de 150 pug/mL , 300 ug/mL , 600 pg/mL
de cloridrato de tetraciclina substancia quimica de referéncia e também dos contetdos das
amostras estudadas.

Embora recentemente os ensaios microbioldgicos tenham sido com frequéncia

substituidos por outros métodos, em particular a CLAE — Cromatografia Liquida de Alta
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Eficiéncia, a fim de se assegurar quanto a ado¢do de métodos sensiveis e especificos para
detectar as tetraciclinas em baixos niveis de concentra¢io, considerou-se incluir nesse estudo
a determinacdo da potencia do antibidtico através do ensaio microbioldgico difusdo em agar.
Neste estudo, o doseamento microbioldgico do cloridrato de tetraciclina procedeu-se
através da técnica farmacopéica de difusdo em &dgar por cilindros. Verificou-se a atividade
antimicrobiana de duas amostras de tetraciclina empregando como reagente bioldgico o
Staphylococcus aureus. Foi observado que nas placas onde se realizou o método difusdo em
dgar o crescimento do microorganismo foi homogéneo, os halos de inibi¢do formados ficaram
bem definidos, ndo se sobrepuseram e ficaram bem espacados, possibilitando assim f4cil

obtencdo dos dados para a determinacao da poténcia (Figura 8).

Figura 11 — Halos de inibicdo obtidos no ensaio de poténcia (delineamento 3 x 3) — nas concentra¢des 150
pg/ml, 300 pg/ml, 600 pg/ml com as amostras A e B. Fonte: dados da pesquisa.

A poténcia da tetraciclina presente nas capsulas foi determinada através do método de
difusdo em 4gar — cilindros em placas, com delineamento 3 x 3, isto €, em cada placa de Petri
foram distribuidas trés concentragdes do padrio e trés concentracdes da amostra. No
delineamento 3 x 3, a diferenca dos halos de inibi¢ao obtidos entre padrao e amostra € menor,

pois todos estando na mesma placa, encontram-se nas mesmas condi¢cdes, uma vez que o
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7z

crescimento do microrganismo € o mesmo em toda placa. Sendo assim, as variacdes que
podem vir a ocorrer entre padrdo e amostra é menor, facilitando o desenvolvimento e
valida¢do do método.

Os parametros empregados para a realizacio do ensaio foram os seguintes:
Staphylococcus aureus como microrganismo teste, concentracdo do indculo de 2 %, meio de
cultura Agar Casefna-Soja 2%, concentragdo das solugdes de 150, 300 e 600,0 pg/mL e
incubacao das placas por 48 horas, 37 °C.

As poténcias determinadas das cdpsulas analisadas foram de 84,21% amostra A e
88,06% apara a mostra B. Os tamanhos dos halos de inibicio de cada amostra estdo
representados na tabela 4 e 5, a partir destas medidas foi determinada a poténcia do cloridrato

de tetraciclina que foram calculados conforme as equagdes abaixo de cada tabela.

Tabela 4 - Didmetros dos halos para o ensaio de poténcia (delineamento 3 x 3) — nas
concentragoes 150 pug/mL , 300 pg/mL , 600 pg/mL. Amostra A.

Placa P1 P2 P3 Al A2 A3
1 17 20 22 16 19 22
2 18 20 22 16 20,5 22
3 17,5 20 22 16 20 22
4 19 20,5 22,5 17 20 22
5 19 21,5 23 17,5 20 22
6 18 20,5 22 16 20 22
Média 18,08 20,42 22,25 16,42 19,92 22
DPR (%) 4,04 2,61 1,72 3,70 2,25 0,00

Fonte: Dados da pesquisa



Célculo da potencia relativa para a amostra A:

Diferenca entre as doses alta e baixa (&) Diferenca entre amostra e padrio (F)

E=f[(P3+A3)—(P1+A1)]

E

E=_L[(443) - (34.9)]
._1

£= L8
4

E=124375

Log dose x resposta (M)

F
M =] d
7 loz Rd)

Razdo das doses (Rd)

_-0,6042

24375

M

M =-0,2478 x 0,301

log (2)

M=-0,0746

% [(22.25 +22.00) — (18,08 + 16.42)]

F=L [(A;+A,+A) — @5+ P+ P
3

F=_; [(58.3) — (60.8)]

Poténcia (%) = Antilog 2+ M
Poténcia (%) = Antilog 2 + (- 0,0746)

Poténcia (%) =Antlog 1.9254

Poténcia (%) = 10 15334

Poténcia (%) = 84.21
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F=2L[(22.0 + 19.92 + 16.42) — (22.25 + 20.42 + 18.08)]
3

Tabela 5 - Didmetros dos halos para o ensaio de poténcia (delineamento 3 x 3) — nas

concentragoes 150 pg/mL , 300 pg/mL , 600 pg/mL. Amostra B.

Placa P1 P2 P3 B1 B2 B3

1 18 20,5 22,5 18 20,5 22

2 18 21 23 17,5 20 22

3 18 20 22 17 20 22

4 18 21 22,5 17,5 20 22

5 19 21,5 23 18 20 23

6 18 20 22,5 17 20 22
Média 18,2 20,7 22,6 17,5 20,1 22,2
DPR (%) 2,05 2,67 1,52 2,33 0,93 1,68

Fonte: Dados da pesquisa.
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Cilculo da poténcia relativa para a amostra B:

Diferenca entre as doses alta ebaxa (E) Diferenca entre amostra e padrio (F)

=-i-'[{1"‘3 +A3) - (P, +A))] F=-;-[(A.t +A; +A) - (P3+ P+ Pyl

E= 4L [(22.6 +22,2)— (182 + 17,5)]

F==[(22,2+20,1+17,5)-(22,6 + 20,7+ 18,2)]

LlJII—l-

E=L[(44.8) - 35.9)]
1 F=1((59.8) - (61.9)]
3

g L]
4

E=2.2708 F=—I-16]
=

F=-04166

Log dose x resposta (M)

F
J-I =_‘T
A og (Rd)

Poténcia (*o) =Antilog 2+M

Razdo das doses (Rd)
Poténcia (%) =Antilog 2+ (- 0,0552)

-0,4166
M = et o (2
2.2708 % Poténcia (%) = Antilog 1,9448
M=-0,1834x0301 Poténcia (%) = 10 1.9448
M=-0,0552 Poténcia (%) = 88,06

A partir dos resultados obtidos € com base na Farmacopeia Brasileira (2010) as
capsulas analisadas apresentaram poténcia abaixo dos limites estabelecidos pela legislacao
que € de 90 a 125% da poténcia declarada. Portanto, apesar da resposta satisfatéria no
doseamento por UV e ter sido observado a formacdo dos halos de inibicdo nas placas,
demonstrando que houve atividade antibacteriana, as amostras A e B foram consideradas fora
dos parametros de qualidade quando calculadas suas potencia relativas.

O Desvio padriao relativo (DPR) ou coeficiente de variacdao (CV%), € a expressao da
precisdo do método. Representa a proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Foi obtida em 6 réplicas das

concentracoes do teste, segundo a férmula:
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DPR = LH 100
cCMD

Em que, DP € o desvio padrao e CMD, a concentragdo média determinada.

O maior valor de DPR obtido no presente estudo foi de 4,04%. De acordo com a RE
899/03, o valor maximo aceitdvel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada,
a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se
admitindo valores superiores a 15% quando se tratar de métodos biolégicos. Portando, o
ensaio utilizado apresenta precisdo adequada ao doseamento microbiolégico para avaliar
poténcia antimicrobiana das cdpsulas de tetraciclina frente ao crescimento de S. aureus.

De acordo com Consigliere; Storpirtis; Ferraz (2000) a eficiéncia de um medicamento
€ geralmente avaliada por sua resposta clinica ou terapéutica. Essa resposta estd diretamente
relacionada a biodisponibilidade do farmaco, a qual pode ser interpretada como uma medida
de seu desempenho. Além disso, a perda da poténcia antimicrobiana pode influenciar no
resultado da terapia.

Para se obter concentragdes sanguineas e/ou teciduais com a capacidade de matar ou
inibir o crescimento bacteriano, no foco infeccioso, € necessdrio que a concentracdo do
antimicrobiano esteja adequada nas preparacdes farmacéuticas que serdo administradas ao
paciente, cujo processo infeccioso se deseja combater. Neste aspecto, é fundamental que a
poténcia do antimicrobiano esteja correta na formulagdo administrada (ESMERINO;
PEREIRA & SCHELESKY, 2005).

De acordo com Tavares (2001) embora a biodisponibilidade de um farmaco possa ser
estudada por diferentes vias de administracdo, habitualmente € referida para os medicamentos
administrados por via oral que tém um efeito sist€émico. A biodisponibilidade oral é uma
caracteristica dos diferentes farmacos variando de acordo com a composicdo quimica da
substancia, a quantidade do farmaco absorvida, sua velocidade de absorcdo e a quantidade
presente no plasma disponivel para um efeito bioldgico.

No caso dos antimicrobianos administrados por via oral, ou qualquer outra via, o
efeito bioldgico esperado € a morte do microrganismo (efeito bactericida) ou a diminui¢do do
seu crescimento (efeito bacteriostdtico). Por isso, € importante que a apds a administracao do
antimicrobiano, a CIM seja atingida rapidamente, se mantenha no intervalo entre as doses e
seja, ainda, mantida durante toda a duracdo do tratamento (ESMERINO; PEREIRA &
SCHELESKY, 2005).
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Segundo Oliveira (2009) alguns métodos sdo mais especificos e adequados para
andlise de rotina em laboratdrios. A andlise espectrofotométrica na regiao UV é um método
simples, de facil execucdo e de custo reduzido, mas nao é especifico para determinar e
quantificar possiveis produtos de degrada¢do na amostra. Enquanto o ensaio microbioldgico é
um método especifico, mas ndo € capaz de indicar e quantificar a formacdo de produtos de
degradacdo. Este método seria mais adequado para andlise eventual em laboratérios, com o
objetivo de determinar a poténcia do antimicrobiano nas cdpsulas, sendo utilizado como um
teste alternativo de andlise.

A determinacgdo da atividade antimicrobiana de farmacos é uma andlise microbioldgica
in vitro essencial na avaliacdo da qualidade de medicamentos antimicrobianos produzidos
pelas industrias farmacéuticas (PAREDES; CARRANZA, 1993; MENDES, 1997;
ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1999).

A Farmacopéia Brasileira (2010) recomenda os ensaios microbioldgicos por difusio
em agar e turbidimetria como adequados para a avaliacio da atividade antimicrobiana

quantitativa de antibidticos.
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8 CONCLUSAO

Os dados obtidos na avaliagio da qualidade de cdpsulas de tetraciclina 500mg

permitiram as seguintes conclusdes:

e Todas as amostras apresentaram-se dentro dos limites de aceitabilidade para os
parametros de qualidade referentes aos testes fisico-quimicos de peso médio e

desintegracao;

e No doseamento pelo método espectrofometria-UV as amostras se apresentaram em

conformidade com os limites especificados na farmacopéia;

e No ensaio de poténcia por difusdo em agar as amostras se apresentaram fora dos

limites estabelecidos na farmacopéia.

e Os ensaios de doseamento microbiolégico e UV ndo apresentaram os mesmos

resultados indicando graus distintos de interferéncia nos ensaios.
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