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Resumo

Introducd@o: O interesse pelos medicamentos manipulados, numa época dominada por uma
industrializacao, poderd parecer paradoxal. Contudo, estas preparacdes continuam a ocupar um lugar
proprio na terapia moderna, devido as vantagens e alternativas terapéuticas que apresentam,
complementando as disponibilizadas pela industria farmacéutica. No entanto, existem poucos estudos
sobre a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica desses produtos, o que evidencia aimportancia deste
trabalho.

Objetivo: Estudar a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica de medicamentos manipulados,
nomeadamente a solucdo alcodlica de dcido bdrico a saturagao 60°, a solucao de minoxidil a 5% e a
suspensao de trimetoprim 1%.

Materiais e Métodos: O método de doseamento do acido bdrico puro existente na Farmacopeia
Portuguesa foi adaptado, tendo por base uma titulagao colorimétrica. Apds a sua validacao, efetuou-se o
estudo da estabilidade fisico-quimica e microbioldgica. Para as solu¢des de minoxidil e trimetoprim foi
feita uma avaliacao preliminar do doseamento por espectrofotometria de absorcao naregiao UV.
Resultados e Conclus&o: O método de doseamento do acido bérico em solucdes alcodlicas mostrou-se
vdlido, tendo em conta os parametros analisados. As solugoes alcodlicas de dcido bdrico preparadas
permaneceram estaveis durante 12 semanas, periodo superior a validade atualmente atribuida (2 meses).
No doseamento de trimetoprim em suspensao, alguns dos parametros de validacao mostraram-se
promissores, enquanto que para a quantificacao do minoxidil em solugao, comprovou-se que o método é

preciso e linear quando o solvente utilizado é a solucao de NaOH 0,1 M.

Palavras-chave: Medicamentos manipulados; Validacao de métodos analiticos; Estabilidade quimica;

Estabilidade microbioldgica.



Abstract

Introduction: In an era dominated by industrialization, the interest in compounded medicines may seem
paradoxical. However, these preparations are still used in modern therapy due to their advantages and
therapeutic alternatives, complementing those offered by the pharmaceuticalindustry. Nevertheless, few
studies exist on the physicochemical and microbiological stability of these products, facts that highlights
the relevance of this work.

Aims: To study the physicochemical and microbiological stability of the compounded medicines, namely
the boric acid alcoholic solution at 60 ° saturation, the 5% minoxidil solution and the 1% trimethoprim
suspension.

Materials and Methods: The pure boric acid assay method used in the Portuguese Pharmacopoeia was
adapted bhased on a colorimetric titration. Upon method validation, the physicochemical and
microbiological stability studies were performed. A preliminary evaluation on minoxidil and trimethoprim
solutions dosage was performed using UV spectrophotometry.

Results and Conclusion: The boric acid assay method in alcoholic solutions proved to be valid, taking into
account the analyzed parameters. The boric acid alcoholic solutions remained stable for 12 weeks, longer
than the currently assigned validity (2 months). Considering the trimethoprim suspensions, some of the
validation parameters were promising, while the quantification of minoxidil in solution proved that the

method is accurate and linear only when the solvent is used in 0.1 M NaOH solution.

Keywords: Compounded medicines; Analytical methods validation; Chemical stability; Microbiological

stability.



indice

1o INEFOUUGR0. ... oo sesssessssseesasssessssssssssssessasss e sss e s e e sa s ess st esesssssene 1
1.1. Medicamentos MaNIPUIATOS .........c.vcueeeeeeeeeirereeeesseseieesssesssseessssesssesssssessssesssssessasessssessasesssns 1
1.2.  Estabilidade dos medicamentos Manipulados.............c.eceeenecensesmnecessessssecessessssesenns 2
1.3.  Medicamentos manipulados em POrtugal............erenermmnerssessseesssssesssssesssens 3
1.3.1.  Solucao alcodlica de acido bOrico @ SAtUraga0 B0° ...........ocveevecerrrcermreeeersesecsessesnessessanne 4
1.3.2. SUSPENSA0 A tHIMELOPIIM ... et ssse s ssase s sssse s ssasessssesssenes 4
1.3.3. SOIUGA0 A MUNOXIMIl......ceeeereieeeeeeeceieereseceessesessse s sesssesesssesssssesssssesssssesssasessssssesssssnesens 5
L. DBJELIVOS ..ottt sise s ssae s sse et es s R 6
3. ReVISA0 BIDHOGIEfICa ...cooouureeeeecrreiiccreiiscereiesecessisecssssssessssssssssssasseessssssssesssssssnessssssnsesssssssnnsseses 7
31, Medicamentos MANIPUIAOS ........c.vceeeureeeeeeireceseeeieeeseesssessssesssssesssesssssessssesssssessssesssssessasesssns 7
3.1.1.  Enquadramento legal do medicamento Mmanipulado............cccenecenecemnesenecessessssecenns 8
3.1.2. Preparacao dos medicamentos Manipulados ..............occeneeeneceneeesneceneeesneeesseessneees 9
3.2.  Estabilidade dos medicamentos Manipulados.............oecneeneceneeemneceneeeinecesseessneees n
3.2.1. Fatores que afetam @ eStabilidade ... sesseesenene 12
3.2.2.  Mecanismos de degradagao d0oS fArMACOS..........cowewuecermmecermmmesessmsnecerssassceessesneseenes 15
3.2.2.11.  Degradagao QUIMICA. ... wccremmmmcemsmasnessssssnnecsssssssessssasseessssssssesssssssecssssssnnessesssssessessssnnesseses 15
O HIAFONIS ..ottt esa bbb bbb R 15
®  DXIHAGAD .coceeeereeeercereecerisesesssesesssssesssesssassesssssesssssesesss st asss e sas e sas s s et 16
®  ISOMEBIIZAGCAD c...oeeerveeerceeisseerissesessss s ssssssessssssesssssesesssssases s sasss s sas e ss e ses st ss s e sssssecs 16
@ FOLOARYIAUAGCAD ......ooeeveeeereeecerisrcerescerase s sssssesssssesssesesssssesasesssasssssesssessasssessssssesssssessssssesssssnecs 17
O POlIMEIIZAGCAD ... et seeesesssasesssesesssssesesssesssssesssssesssasssssssssesssessasssessassesssssessesssessssssecs 17
e Interacao entre os constituintes do MediCamento..............cereereneerssneenesseesessesssssnens 17
3.2.2.2.  Degratdaga FiSICa.......ccrrumcermreecemsmmsncsssssssecesssssnessssssssessssssssesssssssnessssssnnessssssssesssssssnesseses 17
®  POlIMOITOS «..ooooreeeieeecetie et tesese s esss st sssssess s s bbb Rt 18
O CHISTAIIZAGCA0 ... oottt tsssse s sesssssssesssasss s e e 18
O EVAPOIAGAD ...ttt s 18
©  AUSOIGAOD c....ceeereeesrceeeercressnsesasesessssssssssesssassesssasessssse e sss s ses e sss e s e e b e e 18
3.2.2.3. Degradacao MiCroDIOIOGICA ........cccomerrumcermrisecrremsneeeesesneeeesssnnecssssassessssssnsesssssassessessesneesseses 18
3.3.  Alterac6es Visiveis N0S MediCAMENTOS..........cccrrmmermmmmseeersmsnncsmssssnessssmssnesssssassessessssnnesseses 19



3.4. Prazode Validade dos medicamentos Manipulados.............ccceceneeemneceseeesesesnecesnne. 20

3.5.  Controlo de qualidade dos medicamentos manipulados............ccecnecenecenecennne. 20
B, IMEBLOUOS .....ooereeeerceeiecessecesse s sessessssses s sssse s ss bR R R 22
41.  Medicamentos Manipulados em @STUAD..........cc.vwueeeeeernecieeeeirereiseeessesssseesssesssseessssesesseessanes 22
4.1.1. Preparacao da solucao alcodlica de dcido bOrico a Saturagao............oceeeceneceeevenecererennnece. 23
41.2. Preparacao da suspensao de trimetoprim @1%0.......coeeceeeeneceneeeineceseeesnesesseeesnes 23
4.2,  REAGENTIES @ SOIUGOES..........coeereeeeeierereseseresasessssesssssssssssssssssssssssssssssessssssessssssessssssesssssnesssssnecs 23
421  Solucdes de Hidroxido de SAdio (NAOH) ......oooeeeeeeeeeeeeeerrrreeeesssssssssssssssseessssssssessssssssssssess 23
422.  SOIUCA0 de fENOIfLAIRING.......ccouecrreecrreeiccreeiecererieceessaecersrasesssssssessssassesssssassecssssasnnes 24
423.  Solucao de ACido ClOrAriCO (HCI)......uueeveerrerrreesesssssesseeeeeeeensssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssses 24
424, SOIUGOES—PAUIA0.......coureeeereieeerisseresesesssasesesssesssssssssssessssssessssssssssssessssssessssssessssssessssssesssssnens 24
4.3. Desenvolvimento dos métodos de dOSEAMENLO ...........ouwvuueceemreemmereemneeeessesesssessessesessanens 25
4.31. Solucao alcodlica de 4cido BOriCO @ SALUFACA0.........ccevveceerreecereresceersisecerssescseesesnneces 25
432.  Suspensao de triMetOPrim @190 . eeeeeeireeesnesisseeessessssesssssesssessssessssesssasessasesssanes 25
4.3.3.  Solugcao de MINOXIil @ 5% ... sesseesssssessssssessssssessssssessssasesssssnens 25
4.4. Validacao dos métodos de dOSEAMENTO...........c.crwuccermmeceremesnessssssscsessasnesssssassecssssssnneees 26
4.41. CUrVa de CalIDFAGAD. ...ttt sessessssse s ssssessessessesanecs 26
442  Limite de detecao e qUANtIfICACAD .......cocrmueecrrerecrrriecereiesecrsssescssssassesssssassecssssasneeees 26
A3, PrOCISA0....cuuueeeeeceueeeterecesseesissesasseessssesessesssssesessss s sass s sssse s ss st es bbb sssenes 27
QA4 EXAUAQO ..ot sssse s sss bbb 28
45. Avaliacao da estabilidade fisico-quimica e microbioldgica da solucao alcodlica de acido

DOFICO @ SAEUTACAD. .....eunrveeeercreresncrreissnceessaseseesassscssssassesssssssssssssssesssssassessssssssssssessessssssssesssssassecsssssssneces 28
45.1. Estabilidade fiSiCO-qUIMICA........oevuueceeeceeecei i eessse s ssssses s ssssssssssessssens 28
45.2. Estabilidade MiCrobiolOgiCa.........oocccuuucceeeecreriecereieeseesesecesssasesessasnesssssssncssssessessessanne 28
45.21. Preparacao de meio de cultura MUEITENEAGAL .............ceeeeeneeeerecereseserresesasesssssesssssnens 29
45.2.2. Calibracao das estirpes de refer@nCia. ... ceemmncersmesneesesssscssssssnesssssesnessssssnneees 29
45.2.3. Preparacao das suspensoes bacterianas e dilUiCOeS...........cowcueereeereeerrecemrecesneceecesane. 30
45.2.4. Preparacao das amostras de solucao alcodlica de 4cido BOriCOo..........coueeeevnreccrereeecennes 31
45.25. Avaliacao da estabilidade microbioldgica por inCOrporagao ..........eeeneeeesseceennnee. 31
4.6. Avaliacdo da estabilidade da suspensao de trimetoprim 1% ........cocnecnecennecenecennne. 32
5. ReESUIAA0S € QISCUSSA0........ccoruereieeineeieciieeesseseaseessssessssesssssessssesssssessssesssssessssesssasessssesssasessssesssanes 33

Vi



51, S0lucao alco6lica de ACIO BOFICO........o..ooeeeoseeeseeesceeeseessssesssesssesssessssesssessssesssessssesssen 33

511, Estabilidade fiSiCO-gUIMICA.......cirurreieeerecesseeeesseeeesseesesseessssssessssessssssessssssessssssesssssesssssnens 33
512 Estabilidade MIiCrobiolOgiCa..........cccuuuceeeecrericerereeseesisecssssssnessssasnesssssssncssssessessessanns 38
a. Avaliacao morfoldgica das estirpes de referéncia e escolha do meio de cultura................... 39
b.  Calibracao das estirpes de refEreNCia..........crercerrmnceeerecessmssecssssesnesssssssesssssasnessssssnneces 40
c. Ajustedas quantidades de meio de cultura, temperatura e tempo de incubacao................... 41
5.2, Suspensa de TrMELOPIIM ... reeereseessesisseessssesssseesssessssesssssessssesssaessssessssessssesssanes 46
5.2.1. Doseamento do trimetoprim em SUSPENSA0........c.owuceeemreeemeemmrereseesssesesseessssesessesssanes 46
53, SOIUGA0 A8 MINOXIl..oourreeirieeieieerieereieeceseesesssessssessssssesssssessssssessssssessssssessssssessssssessssssesssssnens 49
531 Doseamento do minoXidil @M SOIUGAO.............ccrerereirereiereiereeeeeseseeseseeessssseesenens 49
6. CoNCIUSA0 € PEIrSPELIVAS FULUIAS........ e s sssssse s ssssssssssssssessssessssssessssans 56
Referéncias BiDIOGIEfiCaS ... crriceriecererieceessaecsesssssesssssasnessssssnesssssasssssssssssesssssassesssssanes 57
AANBXOS .....conreerrenreeiserteeeeessaesse s esase e ssse s sase e s e e R RS R R Rt 62

Vi



Abreviaturas

Abs — Absorvancia

BPF- Boas Praticas Farmacéuticas

CV - Coeficiente de Variacao

FGP - Formulario Galénico Portugués
FP - Farmacopeia Portuguesa

NA - Nutrient Agar

NB - Nutrient Broth

p.a. - Principio Ativo

ufc - Unidades Formadoras de Coldnias
USP - Farmacopeia Americana

UV - Ultravioleta

Vil



Lista de tabelas

Tabela 1 Legislacao atualmente em VigorT®25) ...........eeeeeeeeeeeeessessssssssssssssessssssssssssssssssssssssess 9

Tabela 2 Normas gerais paraatribuicao de prazos de utilizacao de medicamentos manipulados®>

3T et ssssan s AR AR SRR AR SRR AR SRR AR SRR AR SRR AR AR AR SRR AR 20
Tabela 3 Ensaios nao destrutivos de controlo de qualidade consoante a forma farmacéutica®®?2%
...................................................................................................................................................................................... 21

Tabela 4 Adaptacao das quantidades de manitol para o método de doseamento da solucao de

BCIAOD DOTICO et e st s st s et s s e s st seseaseseseseaseseaseseaseseaseseasssenssseaseseassseasaseaseseaseseassseassseassseases 34
Tabela 5 Resultados da repetibilidade (CId0 DOMICO) .............uwvvvevvevrerrrrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 36
Tabela 6 Resultados do back calculation-exatidao (ACIAO BOFICO) ..o 36

Tabela 7 Avaliacao de caracteristicas organoléticas das solucdes de dcido bdrico no tempo zero

(D) o eeeeeeeeeeeeee e ssseee s ee RS R RS R R 37
Tabela 8 Caracterizacao morfoldgica das colonias obtidas..............c..occrmrnneceemmnnecerernneceenns 39
Tabela 9 Andlise microbiol0gica Na SOIUCA0 T ... cceuuceremeecereiceeeriseceessssecerssssesssssssscssssssnneseeses 43
Tabela 10 Andlise Microbiol0gica Na SOIUCAD 2 .........ccueeemuecererccrermsecersmsscesssssnesssssssncssssssnneseeses 44
Tabela 11 Andlise microbiol0gica Na SOIUCA0 3 .........cccucereucerricererieceessssecsessssnessssssscssssssneesseses 44
Tabela 12 Resultados da repetibilidade (triMEtOPrim)...............uwvvveveresvssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 48
Tabela 13 Resultados das absorvancias lidas para os ensaios com as suspensoes1e2............ 48

Tabela 14 Valores de absorvanciaregistados dos ensaios 1e 2 deixadas em repouso durante dois

Tabela 16 Resultados da repetibilidade para o doseamento do Minoxidil em HCl 01 M por
eSPeCtrofotoMEtria UV (230NM) ........eeeeeceeeeeeeeeessssssssssssseeeeessesssssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssssnssssssssssssssses 52
Tabela 17 Resultados da repetibilidade para o doseamento do Minoxidil em HCI 01 M por
eSPeCtrofotoMEtia UV (28TNM)........eeeeeeeeeeeeeeeeeeessssassssseeeeeeseeesssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssnssssssssessssesses 52
Tabela 18 Resultados da repetibilidade para o doseamento do Minoxidil em NaOH 01 M por
espectrofotomMetria UV (230 NM).........reeeceeeeeeeveeesssssssssssseeeeeeseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 55
Tabela 19 Resultados da repetibilidade para o doseamento do Minoxidil em NaOH 01 M por

eSPeCtrofotoMEtia UV (2E2 MM).......oeeeeeceeeeeeeeeeessssssssssseeeeeesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssees 55



Tabela 20 Resultados da repetibilidade para o doseamento do Minoxidil em NaOH 01 M por

eSPeCtrofotoMEtria UV (288 NM)........eeeceeeeeeeeeeevessasssssssseeeeeeeeeeessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssessssssssssees 55



Lista de figuras

Figura 1 Estrutura quimica do CId0 BOFICO...........ocuueceeereeeceee et ssssse s ssssssessssssessssssessssssens 4
Figura 2 Estrutura quimica do triMetOPIiM ... cesiseeesssessssseesssssessssssessssssessssssesssssnens 4
Figura 3 Estrutura quimica do MINOXIdil............cccceeereeeceisneceieceiiseceessesssssessssssessssssessssssessssssesssssnens 5
Figura 4 Calibragao do ACIA0 DOFICO..........ovcvueecereeccreiieceeeieceeesiecssssssecssssassessssssnsesssssassecssssssnneces 35

Figura 5 Aspeto das solugdes apds formacao de precipitado (da esquerda para a direita: solugao

1, SOIUGA0 2 8 SOIUGADD) .ooeeeeeeveeeeeerreseseesssssssssssssssssssssssssses s ssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 37
Figura 6 Teor do @NS@I0 1,2 € 3. eeeeeeeeieeeieessessseesssessssessssesssssessssesssssessasesssssessssessssessssesssns 38
Figura 7 StaphylOCOCCUS QUIBUS ... cuueeeeceeceieeeieeeieseseessseseseesssessssessssesssssessasesssssessssesssssessssesssns 39
Figura 8 PSeudomonas @BrUGINOSA ..........ccureuermmmeremenesssssesssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 39
Figura 9 Calibracao das estirpes de referéncia- Pseudomonas aeruginosa..............oee. 40
Figura 10 Calibracao das estirpes de referéncia— Staphylococcus aureus............ocoecenneceennnee. 41
Figura 11 Contaminagao d0o @NSAI0 T..........ceeeremeresereseesesssesesssesssssesssssssssssssssssssssssessssnssssens 45
Figura 12 Contaminagao d0 NSAI0 2..........ccceeuueremereseersssnesssssesesssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssens 45
Figura 13 Calibragao do trimetoPrim ... eeiseceeeessessssessssessssesssesessessssesssssessesesssns a7

Figura 14 Calibracao do Minoxidil por espectrofotometria UV (230 nm), usando como solvente
HOEO,TIM ettt s s bbb s bbbt a bbb s s e s s snnen 51

Figura 15 Calibracao do Minoxidil por espectrofotometria UV (281 nm),usando como solvente HCl

Figura 16 Calibracao do Minoxidil por espectrofotometria UV (230 nm), usando como solvente
NAOH O, T Moottt s s bbb s s st s s s bbb s s nssnsen 53
Figura 17 Calibracao do Minoxidil por espectrofotometria UV (262 nm), usando como solvente
NAOH O, T Moottt ssss s sass s s s bbb s s bbb s s bbb nssnsee 53
Figura 18 Calibracao do Minoxidil por espectrofotometria UV (288 nm), usando como solvente
NAOH O, T Moottt s s b s s s s bbb b s s s bbb ssnsen 54

Xl



1. Introducao

1.1. Medicamentos manipulados
Os medicamentos manipulados, cuja preparacao é da responsabilidade dos profissionais de farmacias
comunitarias ou hospitalares, estao regulamentados pelo Decreto-Lein?95/2004, sendo definidos como
qualquer férmula magistral ou preparado oficinal preparado e dispensado sob a responsabilidade de um
farmacéutico®?. Existem dois tipos de medicamentos manipulados quanto a origem da formulacao™:
Preparado oficinal - Qualquer medicamento preparado em farmacia de oficina ou nos servicos
farmacéuticos hospitalares segundo as indicacdes compendiais, de uma farmacopeia ou de um
formuldrio, destinado a ser dispensado diretamente aos doentes assistidos por essa farmdcia ou servico;
Férmula magistral — Qualquer medicamento preparado em farmdcia de oficina ou nos servigos
farmacéuticos hospitalares segundo a receita médica que especifica o doente a quem o medicamento se
destina.
O interesse pelos medicamentos manipulados numa época dominada por uma industrializacao
generalizada poderd parecer paradoxal. A realidade, contudo, aponta para que estas preparacées
continuem a ocupar um lugar préprio no arsenal terapéutico moderno, complementando as
disponibilizadas pela industria farmacéutica®®. De facto, nos (ltimos anos, a utilizacdo de medicamentos
manipulados tem sido estimulada como uma alternativa terapéutica vdlida por diversos fatores e
inimeras vantagens” ®. A possibilidade de personalizar a terapéutica de doentes especificos constitui
uma razao primordial para a prescricao e preparacao de medicamentos manipulados®*”. Muitas vezes,
os medicamentos industrializados incluem excipientes nao tolerados por alguns doentes (por exemplo,
doentes com intolerancia a lactose), ndo apresentam dosagens adequadas as suas necessidades
especificas, ou ndo se apresentam nas formas farmacéuticas mais apropriadas. E o caso, por exemplo,
das preparacoes para doentes pedidtricos, o que constitui uma pratica habitual na preparacao de
medicamentos manipulados devido ao nimero limitado de especialidades farmacéuticas disponiveis para
esta populacao, em termos de dosagem e de forma farmacéutica. De modo a promover a adesao a
terapéutica, sobretudo quando esta é prolongada, é ainda vantajoso atender as preferéncias individuais
(no que diz respeito ao sabor e ao aroma, por exemplo) no estabelecimento das caracteristicas
organoléticas dos medicamentos®. Areas como a Geriatria, Pediatria e Oncologia, e tamhém areas que
englobem doentes com necessidades especificas como insuficientes renais, hepaticos ou com
dificuldades de degluticao, sao os principais alvos para uma terapia personalizada e ajustada em termos
de dosagens e formas galénicas® ®. A industria farmacéutica esta limitada a certas dosagens e formas
farmacéuticas, e muitas especialidades farmacéuticas nao se encontram no mercado ou, mesmo jd tendo
sido comercializadas acabam por ser descontinuadas devido a fatores farmacoecondmicos e a

dificuldades de formulacao, fabrico e obtencao de determinadas matérias-primas utilizadas em alguns



produtos comerciais®. Nesta situacao, enquadram-se os principio ativo (p.a) de medicamentos
designados de drfaos, para os quais a producao industrial de especialidades farmacéuticas nao é
economicamente rentdvel por se destinarem a um reduzido ndmero de doentes®. Esta é mais uma area
onde os medicamentos manipulados acrescem a sua importancia. Outra grande vantagem dos
medicamentos manipulados, nao s6 econémica, mas tamhém terapéutica, é permitir a obtencao de
associacoes de farmacos nao comercializados em casos onde a estratégia terapéutica assim o exige®.
Além disso, os medicamentos manipulados evitam desperdicios e diminuem o risco de automedicacao

uma vez que sao manipulados na quantidade necessaria para o uso'®.

1.2.  Estabilidade dos medicamentos manipulados

Apesar das vantagens apresentadas pela farmdcia magistral em detrimento da industria, os
medicamentos manipulados apresentam limitacdes técnicas para o controlo fisico-quimico dos produtos
acabados e do processo de manipulacao. A falta de credibilidade do produto manipulado é o maior
obstaculo no setor magistral pela suposta auséncia de controlo de qualidade rigorosa das matérias-
primas e produtos acabados, e auséncia de controlo no processo de producao® ",

Um dos métodos mais eficazes para avaliagao, previsao e prevencao de problemas relacionados com a
qualidade do medicamento durante todo seu prazo de validade é a monitorizacao da estabilidade dos
medicamentos. Assim, a avaliacao da seguranca e eficacia pode ser feita através da monitorizacao da
formacao de produtos de degradacao que podem causar perda da atividade terapéutica ou mesmo a
toxicidade™. Segundo a Organizagdo Mundial da Sadde (OMS), a estabilidade farmacéutica é a
capacidade do produto farmacéutico manter as suas propriedades quimicas, fisicas, microbioldgicas e
biofarmacéuticas dentro dos limites especificados durante todo o seu prazo de validade™™. A
estabilidade e a qualidade dos medicamentos manipulados sao muito importantes para assegurar a
eficacia e a sequranca dos mesmos, pois permitem que a forma galénica mantenha, dentro dos limites
especificados e ao longo de todo o seu periodo de armazenamento e utilizacao, as mesmas propriedades
e caracteristicas que possuia no momento do seu fabrico.

A estabilidade dos medicamentos é influenciada por varios fatores relacionados com a formulagao, com o
processo de fabrico, com o material de acondicionamento, e com as condicdes ambientais e de
transporte™. As alteracées nos medicamentos podem ser classificadas em extrinsecas e intrinsecas. As
primeiras relacionam-se fatores externos enquanto as ultimas associa-se a natureza das formulacoes e,
sobretudo, a interagao entre os seus constituintes e/ou com o material de acondicionamento. Os fatores
extrinsecos podem ser a temperatura, luz, humidade, o material de acondicionamento e os
microrganismos. Por sua vez, os fatores intrinsecos incluem a incompatibilidade quimica ou fisica, o pH,
as reacoes de oxidacao-reducao, as reacoes de hidrolise, e a interacao entre os constituintes da

formulacao, ou entre estes e o material de acondicionamento™ . Por este motivo, durante o controlo de



qualidade ha parametros que sdo sempre controlados, nomeadamente, a temperatura (ambiente ou
refrigerada), luz (embalagem opaca ou nao), humidade (para formas “secas” é importante), o pH e os
microrganismos.

A qualidade dos medicamentos é um dos principios fundamentais da Politica de Salde. A segurancae a
qualidade dos medicamentos manipulados sao asseguradas pelo Instituto Nacional do Medicamento
(INFARMED) com base no Decreto-Lei n25/2004" promovendo, em simultaneo, a qualidade dos
produtos preparados e a sua uniformizacgao a escala nacional através do Formuldrio Galénico Portugués
(FGP), publicado pela primeira vez em 2001. Este é um instrumento tecnologicamente avancado e
adaptado as necessidades da terapéutica contemporanea, que auxilia na preparacao de medicamentos

nas farmdcias comunitdrias e nos servicos hospitalares.

1.3.  Medicamentos manipulados em Portugal
Apesar das vantagens apresentadas pelos medicamentos manipulados, o seu mercado em Portugal tem
vindo a sofrer um decréscimo devido a massificacao da producao de determinadas especialidades
farmacéuticas, a falta de apoio e de incentivo por parte das entidades governamentais e a inadequacao
dos medicamentos manipulados as exigéncias terapéuticas atuais, com formulacées desenvolvidas e
testadas que assegurem as necessidades clinicas da atualidade® . Atualmente, desconhece-se a
panoramica da producao de manipulados em Portugal, pois nao estao disponiveis dados ou estudos
atualizados que permitam caracterizar esta realidade. No entanto, pode salientar-se que as
especialidades médicas que mais prescrevem os manipulados sao a Dermatologia e Pediatria™.
Segundo um estudo realizado recentemente por estudantes do 4%ano da Licenciatura em Farmdcia da
Escola Superior de Saude do Politécnico do Porto, os medicamentos manipulados mais produzidos em
sete Farmacias Comunitdrias dos distritos do Porto e Braga sao: a solucao alcodlica de dcido bdrico a
saturacdo 60°, a solucdo de minoxidil a 5% e a suspensao de trimetoprim a1%"®. 0 prazo de validade para
os manipulados mais produzidos anteriormente mencionados é de 2 meses, 2 a 6 meses, e 2 meses
respetivamente. Os resultados obtidos sdo semelhantes aos de outro estudo realizado em 2011 por
Nogueira et al sobre a produgao de medicamentos manipulados nas regioes Norte e Centro de Portugal
Continental, onde os manipulados referidos foram vaselina salicilada, suspensao oral de trimetoprim,
solugao alcodlica de &cido bérico e solugao de minoxidil ™.
No que diz respeito as farmacias hospitalares, um outro estudo semelhante sugere que o manipulado mais
produzido em dois hospitais dos mesmaos distritos é um colutdrio para mucosites cujo p.a. € anistatinae o
prazo de validade é de 14 dias".
Tendo por base estes dados e os prazos de validade atualmente estabelecidos para estes medicamentos,
surge o interesse fundamental deste projeto, designadamente a verificacao da estabilidade de alguns

destes medicamentos manipulados.



1.3.1. Solucao alcodlica de acido bérico a saturacao 60°
0 4cido hdrico ou acido ortobdrico, cuja estrutura esta representada na Figura 1, possui a férmula quimica

HsBO; e massa molecular de 61,83g/mol.

Figura 1 Estrutura quimica do acido bdrico

0 acido bdrico é um acido médio, inodoro e que se apresenta na forma de um po cristalino branco ou quase
branco. E soltvel em dgua e etanol (96°), facilmente soldvel na dgua fervente e no glicerol 85% e tem um
ponto de fusdo de 171°C%2",

Este dcido tem atividade bacteriostatica e fungistdtica, sendo o seu mecanismo de agao desconhecido®?,
A solucao alcodlica de acido bdrico a saturacao é estdvel durante 2 meses, e estd indicada para o
tratamento tdpico de otites externas e, em alguns casos, de otites médias crdnicas e no pds-operatorio ao

ouvido®,

1.3.2. Suspensao de trimetoprim
O trimetoprim, cuja estrutura estd representada na Figura 2, possui a formula quimica Ci4HisN4Os e a

massa molecular de 290,2 g/mol.
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Figura 2 Estrutura quimica do trimetoprim

0 trimetoprim é um p6 branco inodoro, pouco soltivel em dgua e ligeiramente soltivel em alcool e tem um

ponto de fusdo de 199-203 °C?,



Este é um derivado sintético da trimetoxibenzilpirimidina com propriedades antibacterianas e
antiprotozodrias. A sua atividade antibacteriana é potencializada pelas sulfonamidas, como o
sulfametoxazol®.

A suspensao oral de trimetoprim a 1% é estavel por um periodo de 2 meses, quando conservada no
frigorifico em frasco de vidro ambar (tipo Ill). Esta indicada para o tratamento de gastroenterites, infecdes

do trato respiratorio e, particularmente, para a profilaxia e o tratamento de infecdes urinarias®.

1.3.3. Solucao de minoxidil
0 minoxidil, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 3, possui a formula quimica CsHisNsO e
massa molecular de 209,25 g/mol.
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Figura 3 Estrutura quimica do minoxidil

Apresenta-se na forma de um p06 branco cristalino e inodoro, pouco soltivel em agua e tem um ponto de
fusdo de 248 °C,

0 minoxidil € um vasodilatador periférico administrado por via oral como agente anti-hipertensivo. Tendo
em conta a sua acao secundaria, hipertricose, com efeitos estimuladores no crescimento capilar, este é
utilizado em formulagdes destinadas a aplicagao no couro cabeludo @2,

A solucao alcodlica de minoxidil a 5% €é estdvel durante 2 meses quando conservada a temperatura
ambiente em frasco de vidro ambar (tipo Ill). Esta indicada para o tratamento de alopécia androgénica,

areata e adjuvante no transplante de cabelo®?,



2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho é realizar estudos preliminares da estabilidade fisico-quimica e
microbioldgica de alguns dos medicamentos mais produzidos na Regiao Norte de Portugal Continental

(Porto e Braga). De forma a alcancar este objetivo geral, os objetivos especificos sao:

- Escolher os trés medicamentos manipulados mais frequentemente produzidos no quotidiano das
farmacias da zona Norte de Portugal, com base nos estudos anteriores;

- Procurar métodos analiticos descritos na literatura para o doseamento dos principios ativos dos
manipulados selecionados anteriormente;

- Na falta de métodos descritos, adaptar os métodos existentes e revalida-los, ou desenvolver novos
métodos e valida-los;

- Avaliar a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica dos manipulados escolhidos, através de métodos
de doseamento validados para os respetivos principios ativos e métodos descritos para as respetivas
formas farmacéuticas;

- Verificar se o prazo de validade estipulado pelos produtores atuais é adequado e, caso seja necessario,

estabelecer um novo prazo de validade para os manipulados em estudo.



3. Revisao Bibliografica

3.1. Medicamentos manipulados
Os medicamentos sao considerados uma parte fundamental e critica dos Servigos de Satde em todas as
sociedades e culturas, contribuindo para o aumento da qualidade e esperanca média de vida da populacao.
Eles podem ser classificados em dois grandes grupos, nomeadamente, os medicamentos manipulados e
os medicamentos especializados ou especialidades farmacéuticas, produzidos pela industria
farmacéutica. Os medicamentos manipulados, como referido anteriormente, sao preparados de forma
individualizada de acordo com as caracteristicas e necessidades dos pacientes, aos quais 0s
medicamentos especializados nao dao resposta adequada. Considera-se medicamento especializado ou
especialidade farmacéutica todo o medicamento preparado antecipadamente e introduzido no mercado
em embalagem e acondicionamento préprios, com uma designacao ou marca privativa®.
Apesar da grande variedade de medicamentos disponivel no mercado, nem todos se adequam a toda
populacao, especialmente os de uso pediatrico e os destinados a utentes com intolerancia a algum
componente, ou que necessitem de condicdes especiais de administracao. Assim, a preparagao de
medicamentos manipulados surge como uma alternativa terapéutica que visa ajustar um determinado
medicamento ao perfil fisiopatoldgico de um doente com necessidades especificas. Estao aqui incluidas
algumas populacdes especiais (criancas e idosos) e algumas especialidades médicas (oncologia e
dermatologia), para as quais a industria farmacéutica nao consegue dar resposta ou ndo tem interesse
comercial®,
De modo a garantir a qualidade e sequranca na preparacao destes medicamentos, tanto nas farmacias de
oficina como nos servicos farmacéuticos hospitalares, foi publicado um conjunto de leis e requlamentos
que procedeu a revisao técnico-juridica aplicavel aos medicamentos manipulados‘™. 0 quadro legislativo
que regulamenta os medicamentos manipulados € o Decreto-Lei n295/2004® mas de modo a reforgar
e garantir a credibilidade, seguranca e manutencao do reconhecimento terapéutico destes medicamentos
face as especialidades farmacéuticas, entre os anos 2004 e 2005, este Decreto-Lei sofreu uma
reestruturagao com consequente modernizacao de conceitos, alargamento de ambitos de aplicagao,
clarificacao de responsabilidades/competéncias e padronizacao de processos, ou seja, veio conferir a
esta opcao terapéutica uma credibilidade que assegura ejustifica o0 seu uso na pratica clinica para grupos-
alvo muito especificos® 2
A Farmacopeia Portuguesa (FP) e o FGP constituem fontes especializadas no apoio a preparagao dos
medicamentos manipulados e, por isso, devem ser consultados pelos profissionais de farmacia aquando
da preparacao dos manipulados. Deve-se assegurar a qualidade da preparacao, respeitando as boas
praticas necessarias para a preparacao de medicamentos manipulados aprovadas pela Portaria

594/2004 do Ministério da Sauide®®. Através do seguimento das mesmas € possivel obter



medicamentos manipulados padronizados, seguros, eficazes e com garantia de qualidade a escala
nacional®>2",
Tanto em Portugal como noutros paises, de acordo com a legislagao, a supervisao da preparacao e a
dispensa de medicamentos manipulados é responsabilidade dos profissionais de farmacia, sendo este um
fator importante de proximidade entre os profissionais de farmacia e os doentes ou outros profissionais
de sadde®.
A preparacao dos medicamentos manipulados s6 € permitida se nao existir no mercado uma
especialidade farmacéutica com igual dosagem ou apresentada sob a forma farmacéutica pretendida, e
apenas nos seguintes casos®:

- Medicamentos manipulados destinados a aplicacao cutanea;

- Medicamentos manipulados preparados com vista a adequacao de uma dose destinada ao uso
pediatrico;

- Medicamentos manipulados destinados a grupos de doentes em que as condi¢oes de administragao

ou de farmacocinética se encontrem alteradas.

3.1.1. Enguadramento legal do medicamento manipulado

Um dos principios fundamentais da Politica de Saude é o acesso a medicamentos de qualidade, ndo sé os
produzidos pelaindustria farmacéutica, mas também as formulacdes preparadas nas farmacias de oficina
e hospitalares, os medicamentos manipulados.

Segundo a Legislacao Portuguesa, os medicamentos manipulados estao excluidos da apresentacao de
processos de pedido de autorizacao de introducdo no mercado®?? mas dispdem de legislacdo propria que
consiste num conjunto de normas oficiais dirigidas a sua preparacao, visando garantir a qualidade,
credibilidade e seguranca dos produtos acabados. As normas indicam ndo s6 as substancias ou matérias-
primas que os profissionais de farmacia devem utilizar, mas também aquelas que devem ser evitadas por
nao respeitarem as devidas condigdes®.

As normas das boas prdticas farmacéuticas (BPF) aprovadas pela Portaria 594,/2004 do Ministério da
Saude"®2%. constituem normas orientadoras que constam também do FGP®? e que devem ser seguidas
pelos profissionais de farmacia de modo a garantir a qualidade dos medicamentos preparados em
pequena escala. Diversas revisoes das BPF sao realizadas a fim de analisar as diferentes recomendacoes
de instituicdes nacionais e internacionais, adequando-as ao novo quadro legislativo®®. Com o objetivo de
assegurar um elevado padrdo de qualidade, as normas aprovadas incidem sobre oito vertentes essenciais:
pessoal, instalacdes e equipamentos, documentacdao, matérias-primas, materiais de embalagem,
manipulagao, controlo de qualidade e rotulagem®. Um conjunto de condicdes gerais estabelecidas para

assegurar a harmonizacao da qualidade dos medicamentos preparados em locais diferentes esta



compilado na legislagao atualmente em vigor (Tabela 1), com especial destaque para a prescriao e

preparacao de medicamentos manipulados que sdo regulamentadas pelo Decreto-Lei n® 95,/20046.25)

Tabela 1 Legislacao atualmente em vigor(®-2%

Decreto-Lein290/2004
de 20 de Abril

AlteraosDLn272/91en°118/92.

Redefine os conceitos de preparado oficinal e férmula magistral.

Esclarece a aplicabilidade do regime juridico dos manipulados dos servigos
farmacéuticos hospitalares.

Permite a contratacao da preparacao de manipulados oficinais a outras entidades
pela Farmdcia hospitalar.

Altera o regime de comparticipacao de manipulados.

Decreto-Lein295/2004
de 22 Abril

Regula a prescricao e a preparagao de medicamentos manipulados.
Clarifica responsabilidades relativas a eficacia, seguranca e qualidade dos
medicamentos manipulados.

Aumenta aintervencao da autoridade regulamentar.

Portarian.2 594,/2004 Aprova as boas praticas a observar na preparagao de medicamentos manipulados
de 2 de Junho em farmacia de oficina e hospitalar.
Portarian.2 709/2004 Define as boas préticas a observar na preparacao de medicamentos manipulados
de 2 de Junho em farmacia de oficina e hospitalar.
Portarian.2 769,/2004 Estabelece que o cdlculo do preco de venda ao publico dos medicamentos
de 2 de Junho manipulados por parte das farmacias é efetuado com base no valor de honorarios

da preparacao, no valor das matérias-primas e no valor dos materiais de

embalagem.

Deliberagdo n.21497/2004

de 7 de Dezembro

Define as condic6es exigidas aos fornecedores de matérias-primas para o fabrico

de manipulados.

Deliberacao n.2
1498/2004

7 de Dezembro

Define o conjunto de substancias cuja utilizagao na preparacao e prescricao de
medicamentos manipulados nao é permitida, bem como as condi¢cdes dessa

proibicao.

Deliberagao n?1500/2004

de 7 de Dezembro

Aprova a lista de equipamento minimo de existéncia obrigatdria para as operagdes
de preparacao, acondicionamento e controlo de medicamentos manipulados, que

consta do anexo a presente deliberacao e dela faz parte integrante.

3.1.2. Preparacao dos medicamentos manipulados

A preparacao dos medicamentos manipulados € da responsabilidade dos profissionais de farmacia, cuja
formacao técnico-cientifica lhes permite preparar e disponibilizar os medicamentos mais adequados as

caracteristicas (fisiopatoldgicas) dos doentes, e proporcionar estratégicas terapéuticas.



Para a preparacao dos medicamentos manipulados, as farmdcias devem garantir a existéncia de
instalacoes apropriadas bem como do material necessario a sua preparacao, tendo em conta as formas
farmacéuticas, a natureza dos produtos e a dimensao dos lotes preparados. Todas as operacoes
realizadas na sua preparacao, acondicionamento, rotulagem e controlo devem ser realizadas no
laboratorio existente na farmacia para o efeito® 29,
A preparacao de medicamentos manipulados baseia-se na prescricao, nos formularios galénicos,
farmacopeias ou outra fonte bibliogréfica adequada, respeitando os seguintes critérios®:

- 0 método de preparacao deve ser adequadamente documentado;

- Todos os procedimentos devem respeitar as boas praticas estabelecidas no pais em causa;

- Deve ser elaborado um formuldrio tendo em consideracao a qualidade, sequranca e eficacia;

- Deve ser definido um prazo de validade para cada medicamento.
No que diz respeito as doses da(s) substancia(s) ativa(s) e interagdes que comprometam a agao dos
medicamentos ou seguranca do utente, cabe ao profissional responsavel pela preparacao do
medicamento manipulado garantir a qualidade e sequranga do mesmo com base nas BPF a observar na
preparacao de medicamentos manipulados em farmdcia de oficina e hospitalar, aprovadas pela Portaria
n?594,/2004%.
Os medicamentos manipulados preparados devem possuir propriedades curativas ou preventivas das
doencas e dos seus sintomas. Isto significa que nao podem ser utilizadas substancias ou composicoes
prejudiciais, mas apenas aquelas que estao inscritas na FP ou outras farmacopeias previstas nalei, e cujos
medicamentos que as contenham ndo tenham sido objeto de qualquer decisdo de suspensao ou
revogacao da respetiva autorizacao adotada por uma autoridade competente para o efeito.
De modo a garantir a boa qualidade do medicamento manipulado preparado, devem realizar-se todas as
verificagdes necessarias no final da preparacao, incluindo, no minimo, a verificacdo das caracteristicas
organoléticas complementada com alguns ensaios nao destrutivos como a andlise do pH, o doseamento
do principio ativo e a esterilidade. Além disso, o medicamento manipulado preparado deve satisfazer as
exigéncias da monografia genérica sobre a forma farmacéutica que estd inscrita na FP, salvo as excecoes
justificadas e autorizadas®?. Os resultados desta verificagdo devem ser registados na respetiva ficha de
preparacao do medicamento manipulado®?.
O periodo durante o qual a preparacao mantém as caracteristicas e os padroes de qualidade pré-definidos,
ou seja, o prazo de validade, deve ser estabelecido em conformidade com a bibliografia existente na
farmacia. Na auséncia de dados bibliograficos ou experimentais, aplicam-se as regras gerais constantes
do FGP. Adicionalmente, as condigoes de conservacao mais apropriadas deverao ser indicadas com o

objetivo de garantir o cumprimento do prazo de validade estabelecido.
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No ato da dispensa de um medicamento manipulado, o profissional de farmacia deve fornecer ao doente
um folheto informativo (composicao, precaugdes de utilizagao) para assegurar a adesao a terapéutica e

promover a utilizacao correta e racional do medicamento.

3.2. Estabilidade dos medicamentos manipulados
A fim de garantir a qualidade, eficacia e sequranca dos medicamentos durante o seu prazo de validade, é
fundamental, previamente a comercializacao, que se realizem estudos que permitam avaliar a sua
conformidade com especificagdes fisico-quimicas e microbioldgicas®®. Um dos métodos mais eficazes
para o cumprimento destas formalidades consiste na monotorizacao da estabilidade do medicamento.
A estabilidade é a capacidade da forma galénica manter, dentro dos limites especificados e ao longo de
todo o seu periodo de armazenamento e utilizacao, as mesmas propriedades e caracteristicas que possuia
no momento do seu fabrico™ 3%, Assim, o estudo da estabilidade é essencial para garantir a qualidade,
seguranca e eficdcia de um medicamento. O seu objetivo é fornecer evidéncias de como manter a
qualidade de um medicamento, em determinado intervalo de tempo, sob ainfluéncia de fatores intrinsecos
e extrinsecos, como a temperatura, humidade e exposicao a luz, que possam interferir ou alterar a sua
qualidade. Além disso, permite estabelecer o prazo de validade, as condicées de armazenamento e
acondicionamento adequadas™>3°.33.3438) a qinda, a aprovacao de qualquer p.a. ou formulacao™.
Considera-se que a estabilidade fisico-quimica € uma das mais importantes, uma vez que permite a
determinacao de incompatibilidades entre o farmaco e excipientes na formulacao, e a selecao das
condigdes adequadas de armazenamento e acondicionamento®® 3%, A avaliacdo da estabilidade fisico-
quimica de um determinado produto requer uma compreensao das suas propriedades fisicas e
quimicas®®. No entanto, vérios estudos referem que, sequndo a Farmacopeia Americana (USP), sdo
considerados cinco tipos de estabilidade® 12 13.30.32.36,31);

- Quimica: referente a poténcia e a pureza, considerando que cada principio ativo mantém a sua
integridade quimica e poténcia, dentro dos limites especificados;

- Fisica: as propriedades fisicas originais, incluindo a aparéncia, o sabor, a uniformidade, a dissolugao
e a suspensao, sao mantidas;

- Microbioldgica: a esterilidade ouresisténcia ao crescimento microbiano é preservada de acordo com
0s requisitos especificados;

- Terapéutica: o efeito terapéutico permanece inalterado;

-Toxicoldgica: referente a metabolitos toxicos, considerando que nao deve ocorrer aumento
significativo da toxicidade.
Assim, os estudos da estabilidade tornam-se mais abrangentes ja que devem garantir que a integridade
quimica, fisica, microbioldgica, terapéutica e toxicoldgica do farmaco e da forma farmacéutica dos

medicamentos serdo preservadas durante a sua validade 333, A realizacao destes estudos baseia-se

n



nas guidelines ICH (International Conference on Harmonization) Q1A e Q1F, e nas Normas Eudralex
(Volume IV - Guia comunitdria para o bom fabrico de medicamentos) onde constam as Good
Manufacturing Practices (GMP) ou boas praticas de fabrico de medicamentos®343¢),

Os estudos de estabilidade de medicamentos podem ser classificados em acelerados, de longa duracao e
de acompanhamento. A zona climatica onde o produto serd comercializado condiciona o seu
delineamento, nomeadamente, a temperatura e a humidade utilizada no armazenamento das amostras
13,30,34,38).

Considera-se que os estudos de estabilidade sao importantes tanto no desenvolvimento de um novo
produto farmacéutico como na monitorizacao do produto em fase de comercializagao® 3%, Portanto,
estes sao fundamentais para garantir a pureza, inocuidade, poténcia e eficdcia do produto, e estabelecer
por quanto tempo, estas caracteristicas podem ser mantidas desde o momento de sua producdo®*3,

Os procedimentos analiticos para avaliar a estabilidade devem abranger os elementos comuns para a
validagao de ensaios analiticos. A validacao dos métodos é efetuada de acordo com os parametros de
exatidao, precisao, robustez e especificidade, limites de detecao e quantificacao, linearidade dos ensaios
de principios ativos e parametros associados 33 %9, Assim, os procedimentos analiticos devem ser

devidamente validados e indicar a estabilidade.

3.2.1. Fatores que afetam a estabilidade
A estabilidade dos medicamentos depende nao s6 da natureza da sua formulacao, como também de
vdrios fatores fisicos e quimicos, intrinsecos e extrinsecos. Os fatores intrinsecos influenciam a
vulnerabilidade de um farmaco sofrer umareacao quimica, e incluem caracteristicas do p.a., como o ponto
de fusao e o coeficiente de solubilidade. Os fatores extrinsecos ou ambientais que podem diminuir a
estabilidade de um medicamento, incluem a temperatura, luz, humidade e a presenca de oxigénio e de
diéxido de carbono. A degradacao fisica dos medicamentos esta associada aos fatores extrinsecos, que
podem afetar a estabilidade fisica e, assim, acelerar os processos de decomposicao quimica do
farmaco®. Relativamente a natureza das formulacdes, os principais fatores que influenciam a
estabilidade sao o tamanho da particula (especialmente em emulsdes e suspensoes), o pH, a composicao
do solvente (quantidade de dgua disponivel e polaridade total), a compatibilidade de anides e catides, a
forca ionica, a presenca de aditivos quimicos, o material de acondicionamento primdrio e a ligacao
molecular e difusao dos p.a. e dos excipientes'® ""13.30.3234.36) e sequida, serdo explorados os principais
fatores extrinsecos e da natureza das formulagbes mais relacionados com a estabilidade dos

medicamentos.
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e Temperatura:
A temperatura é um dos fatores que mais contribui para a instabilidade de uma substancia e, como tal, é
muito importante assegurar o seu controlo®. Normalmente, o aumento da temperatura afeta a
estabilidade de um p.a. pelo aumento da velocidade das reacoes. A velocidade de uma reagao quimica
aumenta aproximadamente de duas a trés vezes para cada aumento de 10 °C na temperatura® 136,39,
Estarelacao foi observadaem quase todas as reacoes de hidrélise e em algumas reacoes de oxidacao dos
farmacos. 0 aumento da velocidade de reagao depende da energia de ativacao da reacao em particula &
40 efeito da temperatura é avaliado através da equacdo de Arrhenius (equacao 1), onde k é a constante
dareacao, A é o fator de frequéncia, E, é a energia de ativagao, R é a constante dos gases perfeitos (1,987
cal.mol".K") e T é atemperatura®3?:
k=Ae/®) (1)

Através da equacao 1, é possivel prever a estabilidade dos farmacos em razao de permitir extrapolar a
velocidade de reacdo a uma dada temperatura®.
Note-se que nao s o aumento da temperatura pode ser prejudicial, posto que temperaturas inadequadas
de armazenamento por refrigeracao ou congelamento podem causar danos como®:

- 0 aumento extremo da viscosidade ou a supersaturacao em alguns medicamentos liquidos, devido
arefrigeracao;

- A quebra ou aumento do tamanho das goticulas nas emulsoes e a desnaturagao de proteinas, pelo
congelamento.
Este efeito pode ser minimizado através da selecao da temperatura adequada de armazenamento,

refrigeracdo ou congelamento®® 4",

e Luz:
A luz pode fornecer a energia de ativagdo necessaria para que ocorra uma reacao de degradacao®® 3,
aplicando-se também aqui a equacao 1. Assim, para evitar os efeitos nocivos desta, os p.a podem ser
armazenados em recipientes que sejam resistentes a luz, como os frascos de cor ambar ou os blisters de
aluminio-aluminio™. Assim, os recipientes de acondicionamento dos medicamentos manipulados com

p.a sensiveis a luz, devem ser cobertos com folhas de aluminio ou invélucros de plastico ambar®.

e Humidade:
A humidade é um dos fatores extrinsecos que mais acelera o processo de degradacao do p.a®*, podendo
promover reacoes de hidrélise e degradacao no estado sélido. A influéncia da agua na estabilidade de um
sdlido depende do tipo de ligacao entre a molécula da agua e o farmaco. O efeito deste fator pode ser
reduzido trabalhando num ambiente seco, utilizando embalagens impermeaveis e adicionando um

absorvente de humidade a embalagem®,
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e Oxigénio:
Os p.a. podem sofrer degradacao por meio de uma reacao de oxidacao que é dependente da concentracao
de oxigénio e da espécie radical em que se encontra. De modo areduzir a possibilidade de ocorréncia desta
reacao, o ar contido dentro do recipiente de acondicionamento deve ser removido, ou entao, o espaco livre
deve ser preenchido com azoto® 3%, Outra opgao podera ser a adicdo de um agente antioxidante a

formulacao®.

o Didxido de carbono:
0 di6xido de carbono provoca a diminuicao das propriedades de dissolucao do p.a. através da formacao
de carbonatos insoltveis na forma sélida. Este efeito pode ser controlado acondicionando as preparacées

em recipientes bem rolhados e tdo cheios quanto possivel®.

e Tamanho da particula:
0 tamanho da particula € um dos fatores que pode interferir na estabilidade quimica do medicamento,
sobretudo em formas farmacéuticas obtidas por dispersao (emulsdes e suspensdes), uma vez que,
embora a formulacao seja mais estavel fisicamente quando os tamanhos de particulas nao sao muito
grandes, a reatividade e instabilidade do p.a. sera tanto maior quanto menor for o tamanho da particula®
31

° pH:
0 pH é um dos fatores mais importantes quando se refere a estabilidade dos medicamentos®3". Qs perfis
de taxa de pH fornecem informacdes sobre a natureza de uma reacao catalitica e podem auxiliar no
desenvolvimento de formulagées de solu¢des mais estdveis®. A degradacao de um p.a.em solugdo pode
ser acelerada ou retardada a medida que o pH é diminuido ou aumentado num intervalo especifico de
valores. A titulo de exemplo, este parametro pode aumentar ou diminuir, especificamente, a velocidade
das reacdes de hidrdlise e de oxida¢ao"™ 3. Uma solugao pode estar estével durante dias, meses ou até
anos, mas uma ligeira alteracao do pH podera provocar a sua degradacao em minutos ou dias. A medicao
do pH permite determinar o valor para o qual o medicamento tem maxima estabilidade. Desta forma,
mantém-se o valor de pH esperado para o periodo de vida util do medicamento ou duracao da terapia com
o mesmo®,
O controlo do pH, dentro de uma faixa que minimiza a degradacao dos farmacos, é conseguido pela
utilizacao de uma solucao tampao geralmente formada pela mistura de um &acido fraco e da sua base

conjugada. O pH das solucdes tamhém pode ser tamponado ou ajustado de modo a melhorar a

solubilidade de um farmaco®®37.39),
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o Composicao do solvente:
0 solvente exerce uma grande influéncia na estabilidade de preparacoes liquidas, na medida em que pode
afetar as propriedades fisico-quimicas dos farmacos, como por exemplo a constante de acidez, a

solubilidade e a tensao superficial, bem como 0 mecanismo e velocidade de degradagao®.

Na maioria dos casos, as reacoes que ocorrem devido aos fatores que afetam a estabilidade, alteram as
caracteristicas do produto, podendo ser, nalguns casos, percetiveis pela alteracao da cor, odor, sabor e
viscosidade. No entanto, algumas alterac6es nao fornecem evidéncia visual ou olfativa da sua ocorréncia,
como por exemplo, a perda do p.a., podendo apenas ser confirmadas através de andlises quimicas como o

doseamento do mesmo™ 39,

3.2.2. Mecanismos de degradacao dos farmacos

Os mecanismos de degradacao que ocorrem nos farmacos e que geram a sua instabilidade sao de
natureza variada. A instabilidade dos medicamentos sempre foi uma preocupacao na producao dos
mesmos, pois inclui reacdes quimicas que levam a perda de poténcia do p.a e possivel formacao de
produtos quimicos distintos (produtos de degradacao) que podem ser terapeuticamente inativos (perda
parcial ou total da atividade) ou até apresentar grande toxicidade '>333-3% Desta forma, as alteragées
da estabilidade do fdrmaco podem comprometer a sequranca do paciente.

A perda da atividade até 85% do valor indicado no rétulo pode levar a falha terapéutica™. Assim, sequndo
a USP, o intervalo considerado aceitdvel para a concentracao do p.a. (poténcia) nas preparagdes
farmacéuticas varia entre 90 e 110%®". No entanto, hd alteracées que ocorrem e que nao sao evidentes,
nomeadamente as alteracoes quimicas. Os estudos de degradacao forcada da substancia auxiliam na
identificacao de produtos de degradacao e no estabelecimento das vias de degradacao e da estabilidade
intrinseca dos p.a. A natureza destes estudos depende dos p.a. e do tipo de medicamento em causa®*#?,

A identificacao e o doseamento dos produtos de degradacao permitem um melhor conhecimento sobre a

cinética de degradacao, bem como das condicoes para melhorar a sua estabilidade.

3.2.2.1. Degradacao quimica
Normalmente, a instabilidade quimica estd associada a uma perda de poténcia e qualidade do p.a. Os
principais processos de degradacao quimica sao a hidrdlise, oxidacao, isomerizacao, fotodegradacao,
polimerizagao e a interagao entre os constituintes do medicamento® 32 339 fengmenos descritos de
seguida.
e Hidrdlise
A hidrdlise é a via mais comum de degradacao dos farmacos. Esta é uma das reacoes quimicas mais

complexas e caracteriza-se pela decomposicao do composto quimico ao reagir com a agua®® 3. Os
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principais aceleradores quimicos ou catalisadores de hidrdlise sao o pH, produtos quimicos especificos
(por exemplo, dextrose e cobre no caso da hidrdlise da ampicilina) e a dgua® 12.36.49),

As preparacoes farmacéuticas sujeitas a hidrolise nao devem conter dgua, ou entao devem ter o seu teor
reduzido ao minimo®° 3, Desta forma, em preparacées liquidas, a dgua deve ser reduzida ou substituida
por outros solventes/veiculos ndo-aquosos, como por exemplo a glicerina, propilenoglicol ou dlcool™ 3"

Os p.a. com ligacdes éster e os B-lactamicos sao os que estao mais propensos a hidrolisar®3®.

e Oxidacao
A oxidacao é, tamhém, uma das principais causas de instabilidade dos p.a., podendo ocorrer através de
trés mecanismos diferentes: reagdes de auto-oxidacao, eletrofilicas/nucleofilicas e de transferéncia de
eletrdes®®. No processo de oxidacao, que envolve um mecanismo de transferéncia de eletrdes para
formar anides e catides reativos®'>4% estio envolvidos os radicais livres, isto € moléculas ou d&tomos que
apresentam um ou mais eletroes desemparelhados, como € o caso do oxigénio molecular e do radical
hidroxilo. Estes radicais tém tendéncia a ligarem-se a eletrées de outras moléculas provocando a
oxidacao dos mesmos®4%. 0 processo de auto-oxidacao envolve radicais livres que se propagam, através
da reagdo entre o oxigénio e a molécula do p.a., para formar produtos de oxidagao® 239,
A presenca de oxigénio ®® ¢ naturalmente, catalisadora de oxidagdes, bem como a existéncia de valores
de pH mais elevados do que os ideais, a presenca de ides de metais pesados e a radiacao ultra-violeta
(UV)"™ pelo que devem ser evitados. Geralmente, a identificacdo da oxidacdo de p.a é acompanhada pela
alteracdo das propriedades organoléticas (cor, odor, precipitacdo) 3637,
0 processo oxidativo pode serimpedido através do uso de produtos quimicos antioxidantes e substituicao
do ar por nitrogénio ou didxido de carbono nas embalagens dos medicamentos30.32.36.37),
As moléculas mais suscetiveis de sofrer oxidacao sao as que contém fendis, aminas aromadticas, aldeidos,

ésteres e compostos alifaticos ndo saturados® ',

e Isomerizacao
Os isémeros sao compostos que possuem a mesma formula molecular, mas diferem nas suas estruturas
moleculares. A isomerizacao caracteriza-se pelo processo de conversao de fdrmacos nos seus isémeros
oticos ou geométricos. Considera-se essa conversao como uma forma de degradacao que, normalmente,
provoca perda da atividade terapéutica®® > pois muitas vezes a relacao estrutura-atividade do farmaco é
esterioespecifica (s um dos isdmeros € ativo). Também pode ocorrer racemizagao, quando os isdmeros
formados sao isdmeros Gticos (enantiomeros) e se formam misturas de partes iguais de enantiéomeros®?,
ou racematos, em que um enantiémero é oticamente ativo e o outro enantiomero é inativo ou tem menor
atividade terapéutica. A racemizacao, geralmente, esta relacionada com compostos que tém apenas um

dnico centro quiral?.
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e Fotodegradacao

A fotodegradacao caracteriza-se pela degradacao dos farmacos quando expostos a luz®®39, Em alguns
casos, quando a luz é absorvida, poderd iniciar-se uma reacao quimica que, em seguida, origina a
degradacao do p.a.“%. Nenhuma reacao fotoquimica pode ocorrer a menos que a luz seja absorvida,"™
*)mas quase todas as substancias ativas sao capazes de absorver radiagées eletromagnéticas situadas
na regiao do espetro correspondente ao UV e a luz visivel™ 4,

Reacoes fotoquimicas, usualmente, incluem oxidacoes e rearranjos de radicais livres. Podem ocorrer
também processos fotoquimicos indiretos, onde aluz é absorvida por um dos constituintes da formulagao,
que posteriormente reage com o p.a.“%. As reacdes fotoquimicas provocam a perda de poténcia do p.a,,
sendo habitualmente visiveis algumas alteracdes das suas propriedades organoléticas (descoloragdo ou
formacao de precipitado). A fotodegradacao pode ocorrer tanto durante o armazenamento como durante
a utilizacdo do medicamento'®.

A sensibilidade de um produto farmacéutico a luz pode limitar o seu prazo de validade ou, em muitos casos,
determinar os requisitos de embalagem®®. Os produtos farmacéuticos podem ser adequadamente
protegidos da decomposicao provocada pela luz através de uma embalagem opaca ou ambar, assim como

através do uso de revestimentos ou de embalagem secundaria‘™ 3,

e Polimerizacao
A polimerizacao € o processo através do qual as moléculas simples de um farmaco se combinam para
formar moléculas mais complexas que se denominam de polimeros. Normalmente, as solucées mais

afetadas por este tipo de degradacdo sao os antibicticos de ampicilina® .

¢ Interacao entre os constituintes do medicamento
Um fator importante que também deve ser considerado na avaliacao geral da estabilidade de uma
preparacao é aincompatibilidade entre os constituintes do medicamento. Esta manifesta-se, comumente,
por fendmenos visuais e fisico-quimicos, tais como a precipitacao, dependente da concentracao, e a

reacdes acido-base, cujos produtos se podem manifestar com uma mudanca de estado fisico®".

3.2.2.2. Degradacao Fisica
A integridade fisica original de um p.a. deve ser mantida. A sua instabilidade fisica estd relacionada com a
alteracao das propriedades organoléticas do medicamento, incluindo alteracdes do aspeto, cor, odor,
sabor e do aparecimento de cristais em solu¢ao, assim como da dureza ou friabilidade em comprimidos.
Estas alteracdes podem proporcionar a diminuicao da atividade terapéutica e aumentar os efeitos
indesejados devido a formacao de produtos téxicos®. A instabilidade fisica pode ocorrer por formacao de

polimorfos, cristalizagao, evaporagao e adsor¢ao,®conforme se descreve de seguida.
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e Polimorfos
Polimorfos sao cristais de formas diferentes que pertencem a mesma substancia, mas que apresentam
as propriedades fisicas alteradas, como o ponto de fusao e as velocidades de dissolucao. Sobretudo
devido ao fato de alterarem as velocidades de dissolucdo, podem afetar a biodisponibilidade do p.a.?2333".
39 Portanto, a composicao polimérfica pode desempenhar um papel importante na determinacdo da

estabilidade do p.a.®?.

o (Cristalizacao
Nas formulagoes sdlidas, a solubilidade, eficacia e estabilidade do p.a. dependem do estado cristalino
particular do p.a.®. A temperatura tem uma grande influéncia na formacao de cristais. Enquanto o
aumento da temperatura favorece a dissolugao das particulas, a sua diminuicao resulta na cristalizacao
de p.a. sobre particulas ja existentes, podendo alterar a distribuicdo de tamanho. Estes ciclos de
flutuacoes de temperaturas levam a diminuicao da proporcao de particulas mais pequenas e ao aumento

da proporcao das particulas maiores®.

e Evaporacao
A evaporacao de solvente através do aumento da temperatura provoca o aumento da concentracao do
p.a., podendo levar a sobredosagem aquando da sua administracao. Adicionalmente, podera desencadear

aprecipitacdo do p.a. se a sua solubilidade no veiculo restante for ultrapassada®.

e Adsorcao
A adsorcao dos p.a., ou mesmo de excipientes, € muito comum ja que estes podem ficar adsorvidos aos
materiais de preparacao (como, por exemplo, o funil) e/ou matérias de administragao. Tal facto podera
levar a perda do seu efeito e constituir um problema, principalmente no que concerne as preparacoes com
dosagens baixas. A adsorcao pode ser minimizada através do pré-tratamento do equipamento e

recipientes com silicone®,

3.2.2.3. Degradacao microbioldgica
As alterac6es microbioldgicas também podem afetar a estabilidade de um produto farmacéutico. Assim,
é importante o controlo microbioldgico para verificar o crescimento de microrganismos, principalmente
em preparacoes estéreis, mas nao s6, ja que a contaminagao pode causar instabilidade das preparacdes

farmacéuticas, degradagao do p.a., ou ambas®,

18



3.3. Alteracdes visiveis nos medicamentos
Comojafoireferido,apoténcia de um p.a. deve manter-se dentro dos limites especificados namonografia.
Por isso, é fundamental que o profissional de farmdcia saiba identificar as alteracées que podem indicar
alguma mudanca da mesma. Embora a degradacao quimica, normalmente, ndo possa ser detetada pelo
profissional de farmacia, as vezes, esta é de tal forma excessiva que € acompanhada por mudancas fisicas
observaveis. Além disso, algumas alteracdes fisicas podem nao estar relacionadas com a poténcia, como
a alteracao do aspeto, cor, odor e formacao de precipitado. As alteracdes fisicas servirao de alerta para os
profissionais de farmdcia, revelando a possibilidade de um problema de estabilidade. A contaminacao ou
crescimento microbiano também podem aparecer como uma mudanca fisica®®.
Ao assumir que um produto sofreu alguma alteracao fisica que nao esteja explicada no rétulo, assume-se
também que deve ter sofrido alguma alteracao quimica e, como tal, o produto nunca deve ser
dispensado®®.
Qualquer produto que sofra uma alteracao nas suas caracteristicas fisicas, por exemplo, na cor ou odor,
indicia algumainstabilidade. Outros sinais fisicos comuns de deterioracao das formas farmacéuticas e que
podem ser observados pelo profissional de farmécia ou utente®3®incluem:

- Formas sélidas: Presenca de goticulas de liquido ou aglomeracao do produto;

- Formas semi-sdlidas (cremes, pomadas e supositérios): Descoloragao ou alteragao percetivel na
consisténcia (amolecimento excessivo, secura, endurecimento ou separacao dos 6leos) ou odor;

- Formas liquidas: Nebulosidade, precipitacao, descoloracao, turvacao ou formagao de gds (estes trés
dltimos podem ser sinais de crescimento microbiano);

- Emulsées: Quebra de uma emulsao, isto é,a separacao de fases que nao sao facilmente redispersas;
esta nao deve ser confundida com a separacao facilmente redispersavel da fase oleosa (situacdo comum
em emulsdes estaveis):;

- Suspensoes: Presenca de uma fase sdlida que nao pode ser ressuspendida por meio de uma
agitacdo razodvel, e/ou particulas relativamente grandes, indicativas de que ocorreu um crescimento
excessivo de cristais; as suspensoes sao sistemas termodinamicamente instaveis e as suas particulas
tém tendéncia a sedimentar; estas devem apresentar uma distribuicao de tamanho razoavelmente
uniforme, assim como uma viscosidade adequada e devem originar um sedimento alto e facilmente
redispersivel,

- Capsulas: Alteracoes no aspeto fisico ou consisténcia, incluindo endurecimento ou amolecimento, é

a principal evidéncia de instabilidade.

Relativamente as preparacgdes estéreis (preparacoes oftalmicas e parenterais) sao necessarios alguns

requisitos essenciais como a esterilidade, apirogenicidade e auséncia de particulas.
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3.4. Prazode Validade dos medicamentos manipulados
0 prazo de validade ou “shelflife’ é o periodo de tempo durante o qual um medicamento mantém as suas
caracteristicas e os padroes de qualidade pré-definidos, ou seja, as especificacées estabelecidas em
termos de poténcia do p.a. (maior do que 90%), qualidade e pureza® ™.22.33.34),
A validade dos produtos farmacéuticos é determinada com base nos resultados obtidos nos estudos de
estabilidade, sendo que estes devem estar validados através de métodos analiticos®®. O resultado dos
estudos de estabilidade permite, ainda, estabelecer as condicoes de conservacao mais apropriadas de
modo a garantir o cumprimento do prazo de utilizacao estabelecido.
Relativamente aos medicamentos manipulados, como se destinam a ser dispensados e utilizados logo
apos a sua preparacao num curto espaco de tempo, para atribuicao da sua validade deve ter-se em conta
este fator, bem como a forma farmacéutica (solugdes aquosas sao mais suscetiveis a degradacgao, o p.a.
(tipo de mecanismos de degradacao) e excipientes (presenca de conservantes e antioxidantes, por
exemplo), assim como o tipo de embalagem®?,
No FGP e na USP estao disponibilizadas algumas normas gerais para a atribuicao de prazos de utilizacao
de medicamentos manipulados que nao possuem dados disponiveis relativos a sua estabilidade, sendo

descritas na Tabela 2°%23":

Tabela 2 Normas gerais para atribuicao de prazos de utilizacdo de medicamentos manipulados®®>3”

Forma farmacéutica Origem da substancia Prazo de utilizacao

Substancia ativa obtida através de um | O prazo de validade serad igual a 25% do
produto industrializado tempo que resta para o produto

Formulacoes liquidas nao industrializado expirar

aquosas e preparagbes | Substancia ativa obtida através de | 6 meses

sélidas matéria-prima individualizada

Preparacoes liquidas que | Substancia ativa no estado sélido O prazo de utilizacao nao deve ser
contém dgua superior a14 dias

Restantes preparacées Deve corresponder a duracao do

tratamento, sem exceder os 30 dias

Apos o prazo de validade de um produto farmacéutico ser aprovado é necessario continuar os estudos de

estabilidade, de modo a validar a comercializagao do mesmo®?,
3.5. Controlo de qualidade dos medicamentos manipulados

Apos o desenvolvimento de uma formulacao, além dos estudos de estabilidade, é importante submeter o

produto a testes de controlo de qualidade a fim de avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e
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microbioldgicas do produto acabado. Assim, a verificacao da conformidade das especificagoes deve ser
considerada como um requisito para a garantia da qualidade, seguranca e eficacia do produto acabado™
Deve-se efetuar todas as verificagdes necessdrias para garantir a boa qualidade final do medicamento
manipulado, incluindo, no minimo, a verificacao das propriedades organoléticas. No entanto, é também
conveniente efetuar alguns ensaios nao destrutivos, tendo em conta a forma farmacéutica em questao®®>

26)

Tabela 3 Ensaios nao destrutivos de controlo de qualidade consoante a forma farmacéutica®2®

Formas Farmacéuticas Ensaios
Sélidas Uniformidade de massa
Semi-sdlidas pH
Solugbes nao estéreis Transparéncia; pH
Solucodes injetdveis Particulas em suspensao; pH; fecho das ampolas;
doseamento; esterilidade

A forma farmacéutica do medicamento manipulado e o p.a. que o constitui condiciona a natureza dos
testes arealizar, bem como a duragao do seu estudo de estabilidade. Para avaliar as possiveis alteragdes
fisicas, quimicas e microbioldgicas com impacto na qualidade, seguranca e eficacia do produto, sao
realizados ensaios com periodicidade pré-definida que caracterizam as alteracées dos medicamentos ao
longo da sua validade®®:

- Alteracoes fisicas: Aspeto, cor e odor; pH; viscosidade e densidade; massa média; cor e limpidez da
solucao; nimero de particulas e distribuicao do tamanho de particulas; desagregacao e dissolucao; dureza
e friabilidade; teor em dgua;

- Alteracoes quimicas: Doseamento do p.a.; determinacao de produtos de degradacao; doseamento
de conservante; determinacao de produtos de degradacao dos conservantes; doseamento de
antioxidantes;

- Alteracoes microbioldgicas: Ensaio de esterilidade; doseamento de endotoxinas; ensaio de controlo
microbioldgico de produtos nao obrigatoriamente estéreis; ensaio de eficacia de conservantes.

Na Legislacdo Portuguesa existem algumas indicacoes relativas aos ensaios de verificacdo/controlo de
qualidade®2® que devem ser feitos nos medicamentos manipulados. No entanto, a informacao relativa a
estudos de estabilidade para medicamentos manipulados é escassa, o que justifica a pertinéncia deste

estudo.
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4. Métodos

41. Medicamentos manipulados em estudo

O estudo da estabilidade em medicamentos manipulados na Regiao Norte de Portugal iniciou-se pela
selecao das formulacoes que sao mais frequentemente produzidas nas farmacias comunitdrias dos
distritos do Porto e de Braga, com base num estudo elaborado anteriormente/™®:

a) Solucao alcodlica de acido bdrico a saturagao;

b) Solugao de minoxidil a 5%;

c) Suspensao de trimetoprim a 1%.
O objetivo inicial deste projeto consistia no estudo da estabilidade dos trés manipulados referidos. No
entanto, nao se encontrou descrito um método de doseamento para nenhum dos p.a. incorporados nas
formulagdes em causa, tendo sido encontrados apenas métodos de doseamento dos p.a. puros, descritos
naFP.
Assim, comegou-se por trabalhar apenas com o medicamento manipulado a). Foi realizada uma
adaptacao do método de doseamento do acido bérico na matéria-prima, descrito na FP®", para a forma
farmacéutica em causa (solugéo alcodlica), tendo por base uma titulacao colorimétrica. Posteriormente, o
método analitico foi validado e utilizado na avaliacao da estabilidade do p.a. na formulagao respetiva, ao
longo de 12 semanas. Durante esse periodo realizou-se também um estudo da estabilidade
microbioldgica, seguindo o procedimento da FP para controlo microbioldgico de formulagcdes nao
estéreis™.
Para os restantes medicamentos manipulados b) e c) verificou-se que os métodos descritos na FP para
0s principios ativos puros baseavam-se numa titulacao potenciométrica. Apesar desta ser uma técnica
bastante fidvel, sabe-se que requer uma andlise mais demorada dos resultados, nomeadamente o tracado
da curva de titulacao e posterior determinacao do ponto de equivaléncia. Assim, com o objetivo de
desenvolver métodos analiticos mais expeditos, observou-se que ambos os p.a. em causa, minoxidil e
trimetoprim, tinham como uma das técnicas de identificacao a espectrofotometria de absor¢ao naregiao
UV em determinados comprimentos de onda. Desta forma, aproveitando esta informacao, foi feita uma
avaliacao preliminar do doseamento destes p.a. pela referida técnica, comecando por fazer-se a
calibracao dos métodos usando padrdes preparados com p.a. em solvente adequado. No caso da solucao
de trimetoprim, foi ainda realizado o calculo da precisao em padrdes e um estudo preliminar do efeito
matriz. No entanto, para qualquer um destes manipulados nao foi feito nenhum estudo de estabilidade

quimica ou microbioldgica.
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41.1. Preparacao da solucao alcodlica de acido bérico a saturacao
A solucao alcodlica de acido bdrico a saturacao foi preparada usando acido bérico na forma de po
(Merck®) e dlcool etilico a 60° preparado a partir do dlcool 70° (AGA®). A preparacao da solucao foi feita
sequindo as BPF e orientada segundo o procedimento disponivel no FGP®? e um relatdrio de estdgio
realizado em farmacia comunitaria“®. Para tal, limpou-se e desinfetou-se o espaco de trabalho com
etanol a 70° e verificou-se o estado de limpeza dos materiais a utilizar (balanca, vidro reldgio, espatula,
proveta de vidro de 100 ml, funil e papel de filtro). Posteriormente, pesou-se o acido hdrico e, quando
necessario, pulverizou-se em almofariz de porcelana. Preparou-se o dlcool a 60°, a partir do dlcoola 70°,
pesando 178 g de dgua destilada e 822 g de dlcool a 70°. Colocou-se numa proveta rolhada (200 ml) cerca
de 20 ml de 3dlcool etilico a 60° e adicionou-se, pouco a pouco, o acido bdrico ao alcool, agitando
vigorosamente. Completou-se o volume da proveta com o mesmo &lcool e agitou-se vigorosamente
durante 20 segundos. De sequida, deixou-se em repouso durante 1 hora, tendo-se agitado novamente e
de forma vigorosa a cada 15 minutos. Filtrou-se e transferiu-se a solucao resultante para um frasco de

vidro ambar com 200 ml de capacidade e tampa de rosca em plastico.

4.1.2. Preparacao da suspensao de trimetoprim a 1%

Prepararam-se dois ensaios da suspensao de trimetoprim a 1%, para uma concentracao final de 200
mg/|, usando trimetoprim na forma de pé (FAGRON®) e xarope comum. O xarope comum foi preparado
pesando 65 g de sacarose e 35 g de dgua destilada.

A preparacao da solucao foi feita seguindo as BPF e orientada segundo o procedimento disponivel no
FGP® e o protocolo das aulas praticas da unidade Préticas Laboratoriais Integradas da licenciatura em
Farmdcia da Escola Superior de Salide do Politécnico do Porto. Para tal, limpou-se e desinfetou-se o
espaco de trabalho com etanol a 70° e verificou-se o estado de limpeza dos materiais a utilizar (balanca,
vidro reldgio, almofariz, vareta, proveta de vidro de 50 ml, funil). Posteriormente, pesou-se o trimetoprim
e transferiu-se para o almofariz. Adicionou-se pequenas quantidades de xarope comum ao mesmo. De
seguida, transferiu-se a mistura para a proveta, lavando pelo menos trés vezes o almofariz com o xarope
e juntando-o a suspensao da proveta. Por fim, completou-se o volume da proveta, agitou-se a suspensao
até obter um aspeto homogéneo e transferiu-se a suspensao resultante para um frasco de vidro ambar

com 50 ml de capacidade e tampa de rosca em plastico.

4.2. Reagentes e solucdes
4.2.1. Solucdes de Hidréxido de Sdio (NaOH)

Para a solucao com concentragao de 1 M, dissolveram-se cerca de 4,0000 g de NaOH (VWR® 99%),

pesados em balanca analitica (KERN, ABJ 80-4M), num baldo volumétrico de 100 ml, usando dgua
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destilada como solvente. Para a solu¢cao com concentracao 0,1 M, dissolveram-se cercade 0,4 gde NaOH,

num baldo volumétrico de 100 ml, usando agua destilada como solvente.

422 Solucao de fenolftaleina
Dissolveu-se 0,1 g de fenolftaleina, pesado em balanca semi-analitica (KERN 440-21A), em 80 ml de

etanol e completou-se o volume do balao volumétrico (100 ml) com agua destilada.

423 Solucdo de acido cloridrico (HCI)
Colocou-se um pouco de agua destilada num balao volumétrico de 100 ml e acrescentou-se lentamente
0,84 ml de 4cido cloridrico (HCl) a 37% (SIGMA-ALDRICH®). Perfez-se o volume do baldo com o mesmo

solvente.

424 Solucdes-padrao
4.2.41. Doseamento do dcido bérico
Preparou-se uma solucdo original (50 mg/ml), conforme descrito na seccao 4.1.1. Posteriormente,
prepararam-se mais cinco solugdes padrao (40, 30, 20,10 e 2,5 mg/ml) a partir da solugao original, em

baldes volumétricos de 20 ml, usando o mesmo solvente (3lcool etilico a 60°).

424.2. Doseamento do trimetoprim
Preparou-se uma solucdo original de trimetoprim (200 mg/l) em solugao de NaOH 0,1 M, usando 10 mg
da amostra e 50 ml de solu¢ao de NaOH 0,1 M (num balao volumétrico de 50 ml). A partir desta solucao
original, prepararam-se mais quatro solu¢des padrao (20, 65,110,155 mg/l), usando 0 mesmo solvente,

em baloes volumétricos de 10 ml.

4.2.4.3. Doseamento do minoxidil
Preparou-se uma solucao original de minoxidil (200 mg/l), usando 10 mg da amostra e 50 ml de solugao
de HCl 0,1M como solvente, num baldo volumétrico de 50 ml (Solucao A). A partir desta solucao original,
prepararam-se seis solucdes padrao (5, 4, 3, 2,1e 0,5 mg/1) em baldes volumétricos de 10 ml, usando o

mesmo solvente (Solugdes padrao B). Preparam-se ainda mais sete solugdes padrao (6

mg/1), em baldes volumétricos de 10 ml, usando como solvente NaOH 0,1 M (Solugdes padrao C).
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4.3. Desenvolvimento dos métodos de doseamento
4.3.1. Solucao alcodlica de acido bérico a saturacao
Atendendo ao facto de nao estar descrita na FP a metodologia para o doseamento da solucao alcodlica de
acido borico a saturacao, fez-se a adaptacao do método de doseamento do p.a. puro. Assim, comegou-se
pelaanalise do doseamento do &cido bérico namatéria-prima pura @', que refere atitulacdo, com a solucao
de NaOH 1M, de um titulado preparado com 1,000 g de amostra (acido bérico), 100 ml de agua destilada,
15,0 g de manitol e 0,50 ml de solucao de fenolftaleina. Deste modo, fazendo a adaptacao direta destas
quantidades para o doseamento do acido bdrico na solucao alcodlica saturada, as quantidades iniciais do
ensaio problema foram: 20 ml da solucao (correspondente a1 g de &cido hérico), 80 ml de dgua destilada,
15,0 g de manitol e 0,50 ml da solu¢ao de fenolftaleina. Posteriormente, tentou-se reduzir as quantidades
de reagentes e de amostra a utilizar, sendo as quantidades finais para a realizacao do doseamento deste
estudo, as seguintes: 5 ml de solugao, 20 ml de dgua destilada, 1,5 g de manitol e 0,10 ml da solucao de

fenolftaleina.

4.3.2. Suspensao de trimetoprim a 1%
Tal como ja foi referido anteriormente, na FP nao estd descrita a metodologia para doseamento da
suspensao de trimetoprim a 1%, mas apenas para a matéria-prima. No entanto, com vista a encontrar um
método simples e rapido, testou-se a possibilidade de fazer o doseamento deste p.a. através de uma das
técnicas de identificacao descritas, a espectrofotometria de absorgao na regiao do UV®. Assim, realizou-
se a quantificacao do trimetoprim na matéria-prima pura, medindo a absorvancia (Abs) das solugdes de
trimetoprim (secgéo 4.2.4.2) a 287 nm, numa cuvete de quartzo (percurso Gptico de 1 cm), usando um
espetrofotometro (VMR® UV-1600PC). O NaOH 0,1 M foi utilizado como solvente da matéria-prima e

como branco.

433. Solucao de minoxidil a 5%
No caso do minoxidil também nao foi realizada a adaptacao do método de doseamento do p.a. puro parao
medicamento manipulado em causa. Na FP esta descrita como uma das técnicas de identificacao, a
espectrofotometria de absorcao na regiao do UV, indicando um comprimento de onda entre 200-350
nm®, Assim, realizou-se a quantificacdo do minoxidil na matéria-prima pura, medindo a Abs das solucdes
padrao B (secgéo 4.2.4.3)a230 e 281nm, utilizando o HCI 0,1 M como branco. Para as solucbes padrao C

mediu-se a Abs a 230, 262 e 288 nm, utilizando o NaOH 0,1 M como branco.
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4.4. Validacao dos métodos de doseamento
Apos ter os métodos de doseamento adaptados as formulagdes dos medicamentos manipulados em
causa, verificou-se o cumprimento de alguns parametros de validacao dos métodos analiticos
desenvolvidos: curva de calibracao e parametros associados, limite de detecdo, limite de quantificacao,
precisao e exatidao.

441. Curva de calibracao

Na realizacao da calibragao do doseamento do acido bédrico prepararam-se seis soluc¢ées padrao (50, 40,
30, 20,10 e 2,5 mg/ml) conforme descrito na seccao 4.2.4.1 e fez-se a titulagao de cada um delas, em
duplicado, com a solu¢ao de NaOH 1 M. Registaram-se os volumes de titulante gastos e elaborou-se a
curva de calibracao, usando como valores da varidvel dependente (ordenadas) o volume gasto do
titulante, V, e como valores da varidvel independente (abcissas) a concentracao das solucdes padrao, C
(mg/ml).
Para a calibracdo do doseamento do trimetoprim foram preparadas solucdes padrao (20, 65,110,155 e
200 mg/l), utilizando a solugao de NaOH 0,1 M como solvente, conforme descrito na seccao 4.2.4.2. A
curva de calibragao foi obtida a partir dos valores de trés leituras das Abs de cada uma das solucoes,
usando como valores da varidvel dependente (ordenadas) a absorvancia a 287 nm, Abs,g; e como valores
da varidvel independente (abcissas) a concentracao das solugdes padrao, C (mg/L).
Para a calibragao do doseamento do minoxidil foram preparadas solugdes padrao B (0,5,1,2,3,4¢e 5
mg/|), utilizando a solu¢ao de HCI 1 M como branco, e as solugdes padrao C (0,5,1,2, 3,4,5 e 6 mg/l),
utilizando a solucao de NaOH 0,1 M como branco. As curvas de calibragao foram obtidas a partir dos
valores de trés leituras das Abs de cada uma das solucdes. Os valores da varidvel dependente (ordenadas)
foram as absorvancias a 230, 262, 281 e 288 nm, enquanto os valores da varidvel independente

(abcissas) correspondiam a concentragdo das solucdes padrao, C (mg/L).

442 Limite de detecao e quantificacao
Para calcular os limites de detecao, LD (a menor quantidade que o método consegue detetar) e o limite de
quantificacao, LQ (a menor quantidade que o método consegue quantificar com determinada precisao e

exatidao), primeiro calculou-se o valor de Sx/y (erro padrao relativo associado a regressaode Y com X)®7;
_ ,Z(Yi_ 91)?
Sy/x - (n-2) (1)

A equacao (1) é aplicada considerando:
- yicomo o valor da varidvel dependente (sinal instrumental):
- ¥; como o valor da varidvel dependente quando, na equacao da reta de calibracao, se substituir o valor

da varidvel independente pelo valor da concentracao rigorosa dos padroes;
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-n é o numero de padroes.

Assim, os limites referidos foram calculados usando as expressoes (2) e (3) e aplicando o valor do declive

dareta de calibragao obtida:

LD =3 Sy/x_ @)
declive
— 10 Syx_
LQ =10 declive (3)

4.43. Precisao
A precisao foi avaliada através da repetibilidade usando padrdes de trés concentracoes diferentes:
- 50 mg/ml, 20 mg/ml e 2,5 mg/ml e efetuaram-se seis determinacdes de cada uma delas (para o
doseamento do &cido bérico)
-155 mg/1,110 mg/l e 20 mg/|, preparadas em triplicado, sendo realizadas trés leituras de cada solugao
nas mesmas condi¢oes experimentais (para o doseamento do trimetoprim);
-5mg/l,3mg/1,0,5mg/I(solugdes padrao B) e 6 mg/I, 4 mg/l e 2 mg/I (solucdes padrao C), preparadas
em triplicado, sendo realizadas trés leituras de cada solu¢ao nas mesmas condi¢oes experimentais (para

o doseamento do minoxidil);

Para todas, calculou-se o desvio padrao entre elas, SD, e o coeficiente de variacao, CV, através das

seguintes expressoes:

cV = 1002 (4)
X
_ F@w—o?
SD = /—(n_l) (5)
X — Y x; (6)

n
As expressdes (4), (5) e (6) sao utilizadas considerando que:
- xi é o valor individual da varidvel independente
- x é o valor médio da variavel independente

-n é o numero de determinacoes.

Considera-se que, quanto menor for o CV maior a precisao dos dados.
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444 Exatidao
A medicao da exatidao foi realizada apenas para o doseamento do acido hdrico. Esta foi efetuada com
base numa metodologia de back calculation, isto é, através da comparacao entre a concentracao
observada e a concentracao tedrica, sendo que a concentracao observada representa a média aritmética
das determinacdes efetuadas (C), obtida através de introducao das respostas (V) na equacao do modelo
de regressao da curva de calibracao. Apds os resultados obtidos, calculou-se a percentagem de

recuperacao (%R), através da expressao.

%R = concentracao real % 100 (7)

concentracgio teoérica

A recuperacao determinada percentualmente pela razao entre a concentragao real e a concentracao

esperada considera-se aceitavel quando o valor obtido se encontra dentro do intervalo 80-120%"®.

4.5. Avaliacao da estabilidade fisico-quimica e microbiolégica da solucao alcodlica de
acido bérico a saturacao
4.5.1. Estabilidade fisico-quimica

Apds a preparacao de trés amostras da solucao alcodlica de acido bdrico a saturacao conforme descrito
naseccao 4.1.1, procedeu-se ao doseamento do p.a. em cada uma delas ao longo de 12 semanas. De modo
a saber se o teor obtido estava dentro de um intervalo considerado aceitdvel, e dado nao existir nenhuma
monografia para o manipulado em causa descrita nas farmacopeias examinadas, consultaram-se outras
solucdes alcodlicas descritas naliteratura, como é o caso da solugao alcodlica de iodo, tendo-se verificado
que o teor da substancia ativa para as solucdes nao deve ultrapassar os limites 90-110%".
Para a analise da estabilidade fisica foram analisadas as caracteristicas organoléticas, cor e aspeto da
solugao, conforme o FGP®?, 0 aspeto da solugdo foi avaliado visualmente. O critério de aceitagdo destes
parametros definiu-se como a manutencao das caracteristicas iniciais.
Relativamente a estabilidade quimica, aplicou-se o método analitico desenvolvido para o doseamento do
acido hdrico na formulacao em causa. Assim, neste estudo, a quantificacao do acido hdrico na solucao
alcodlica foi efetuada por titulacao durante 12 semanas. Em todas as semanas foram preparadas e

analisadas duas amostras de cada um dos lotes das 3 amostras preparadas.

452 Estabilidade microbioldgica
Relativamente a estabilidade microbioldgica, apesar de os métodos estarem descritos na FP no capitulo
2.6.12“% houve necessidade de testar e adaptar o referido método ao medicamento manipulado em

estudo.
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Na FP estdo descritos varios microrganismos (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginoss,
Bacillus subtilis, Candida albicans e Aspergillus niger) para o estudo microbioldgico. Todavia, no presente
estudo, em virtude da limitacao temporal e de modo a simplificar, apenas foi analisada a contaminagao por
dois microrganismos de referéncia, excluindo os demais: bactérias Gram negativo (Pseudomonas

aeruginosa) e Gram positivo (Staphylococus aureus).

4521 Preparacao de meio de cultura Nutrient Agar
Para obter-se o meio de cultura Nuz‘r/'entA_qar(NA), pesaram-se 1,60 g de meio nutritivo Nutrient Broth
(NB) (MERCK® VM355943 203) e 3,0 g de Agar (LABCHEM®,01170729-02) numa balanga semi-analitica
(KERN® 440-21A). 0 NB é um meio de cultura ndo seletivo, util no cultivo das bactérias e foi utilizado a
uma concentracao de 8 g/l para promover o crescimento das mesmas. O Agar, a 15 g/|, serviu de agente
solidificante de modo a obter-se um meio sélido. Transferiu-se para um frasco de vidro e adicionaram-se
200 ml de dgua destilada medidos diretamente na graduacao do frasco. De sequida, fechou-se o frasco,
agitou-se, e colocou-se na autoclave (PHchi® MLS-3751L.PE) durante 20 minutos a 120 °C. Terminado o
processo de esterilizacao, e tendo em conta a presenca do Agar no meio de cultura, introduziu-se numa
estufa (VWR®) a uma temperatura de 50°C, para evitar que este solidifique até o momento de

incorporacao.

4522 Calibracao das estirpes de referéncia

Dado que a FP estabelece uma concentracao maxima admitida para as suspensoes bacterianas usadas
como referéncia, foi necessario estabelecer-se a relacao entre a densidade dtica, medida com a
absorvancia a 610 nm, Absepo, e a concentracao de células, medida em unidades formadoras de coldnias
por unidade de volume (ufc/ml). Esta calibracao, feita para cada uma das estirpes (Pseudomonas
aueruginosae Staphylococcus aureus) serviu para se ter uma forma de avaliagao rapida do cumprimento
dos requisitos estabelecidos na FP.

Para fazer a calibracao das estirpes, inicialmente, preparou-se o campo de trabalho, desinfetando o
mesmo com dlcool a 70°, e ligou-se a chama de um bico de Bunsende forma a conseguir as condicoes de
assepsia.

Através de uma pipeta graduada de vidro esterilizada, de 10 ml de capacidade, mediram-se 9 ml de dgua
peptonada tamponada (VWR®, 03328) e transferiu-se para um tubo de ensaio previamente esterilizado
por autoclavagem. Com o auxilio de uma ansa de platina esterilizada por flamejamento, recolheu-se uma
amostra de uma cultura de bactérias Gram positivo (Staphylococcus aureus) em placa de meio NA, e
transferiu-se para o tubo de ensaio contendo a dgua peptonada tamponada. Foi realizado o mesmo

procedimento para a estirpe de bactérias Gram negativo (Pseudomonas aeruginosa). Apés a recolha,
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agitaram-se os tubos de ensaio no vértex (VELP®, ZX3) de modo a promover a homogeneizacao dos
preparados.

De sequida, colocou-se o espetrofotémetro (VWR® UV-1600PC) a 610 nm de comprimento de onda para
medir a densidade dtica. Numa cuvete de pldstico descartavel, colocou-se cerca de 1 ml de agua
peptonada tamponada e calibrou-se o aparelho, e noutra cuvete, contendo 1 ml da amostra de suspensao
bacteriana, mediu-se a densidade dtica das amostras. Com base nos valores obtidos, calculou-se o
volume necessdrio para diluir e obter a densidade dtica das suspensdes padrao (1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,1).
Posteriormente, mediu-se a densidade dtica real de cada uma das suspensoes padrao. Fizeram-se vdrias
diluicoes de cadauma destas suspensoes de modo a possibilitar a contagem do crescimento das bactérias
apos aincorporacao nas placas. Pararealizar as dilui¢des, agitou-se cada uma das suspensoes padrao no
vortex e retirou-se 0,5 ml (com pipeta graduada de vidro esterilizada, de 1ml de capacidade) para um tubo
de ensaio contendo 4,5 ml de solucao salina estéril, obtendo-se uma diluicao de 10 vezes. O procedimento
foi repetido sucessivamente até se obter a dltima diluicao desejada (maximo 100 ufc/ml). Transferiu-se 1
ml de cada diluicao para uma placa de Petri, acrescentado 15 ml de meio de cultura NA, e deixou-se em
repouso até solidificar. De sequida, colocaram-se as placas de Petri em posicao invertida e dentro de um
saco de plastico, na estufa (POL-EKO® CLW 400 STD) a 37°C durante 3 dias.

No final do periodo de incubacao foi feita a contagem das bactérias, a andlise dos resultados e a curva de
calibracao, considerando como varidvel independente a densidade dtica a 610 nm, e como varidvel
dependente a concentragao de células (ufc/ml).

0 mesmo procedimento foi efetuado para a cultura de bactérias Gram negativo (Pseudomonas

aeruginosa).

4523 Preparacao das suspensoes bacterianas e diluicdes

Preparou-se o campo de trabalho, desinfetando a drea de trabalho com alcool a 70° e ligou-se achamade
um bico de Bunsen. Organizaram-se os tubos de ensaio esterilizados necessarios e colocaram-se 5mlde
agua peptonada tamponada com uma pipeta de vidro graduada esterilizada de 10 ml de capacidade.
Esterilizou-se uma ansa de platina por flamejamento e recolheu-se uma amostra de cultura de bactérias
de referéncia Gram negativo (Pseudomonas aeurlgonosa) em placa, transferindo-a para o tubo de ensaio
contendo agua peptonada. Para promover a homogeneizacao dos preparados, agitou-se os tubos no
vortex. O mesmo procedimento foi executado para as bactérias de referéncia Gram positivo
(Staphylococus aureus).

Posteriormente, para medir a densidade 6tica recorreu-se ao espetrofotdmetro a um comprimento de
onda de 610 nm, usando como branco uma amostra de dgua peptonada tamponada. Noutra cuvete
adicionou-se aproximadamente 1 ml de amostra da suspensao bacteriana e mediu-se a densidade ética

de cada suspensao hacteriana.
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Com base na calibracao das estirpes referida na seccao 4.5.2.2., calculou-se a concentracao de células
(ufc/ml), substituindo a densidade dtica lida, na equagao da reta. Para se obter no mdximo 100 ufc/ml
(requisitos da FP) efetuaram-se dilui¢des sucessivas das suspensdes iniciais das duas estirpes, agitando
a suspensao a diluir em vortex e retirando o volume necessdrio com uma micropipeta e pontas estéreis:
diluicdes de 100 vezes, em tubos de ensaio preparados com 5 ml de dgua peptonada tamponada estéril,
aos quais se adicionaram 50 pl de cada suspensao diluida anterior; ou diluicdes de 10 vezes em tubos de
ensaio preparados com 4,5 ml de dgua peptonada tamponada estéril, aos quais se adicionaram 0,5 mlda
suspensao diluida anterior. Repetiu-se o procedimento até obter a suspensao diluida final correspondente
aos requisitos da FP.

De modo a evitar a contaminagao e garantir a esterilidade, todos os procedimentos descritos foram

realizados perto da chama e com os devidos cuidados na manutencao da assepsia.

452.4. Preparacao das amostras de solucao alcoélica de acido bérico
Prepararam-se dilui¢des a partir das trés amostras da solucao alcodlica de dcido bdrico a saturacao, ja
referidas no estudo de estabilidade (secgéo 41.1). Para tal, mediram-se 9 ml de agua peptonada
tamponada estéril com uma pipeta de vidro graduada esterilizada de 10 ml de capacidade e transferiu-se
para um tubo de ensaio esterilizado. De seguida, adicionou-se 1 ml de cada uma das amostras com uma

pipeta graduada de vidro esterilizada de igual volume ao tubo anterior e homogeneizou-se no vortex.

4525, Avaliacao da estabilidade microbioldgica por incorporacao
O ensaio foi efetuado semanalmente ou quinzenalmente, em simultaneo com o estudo de estabilidade, as
trés amostras da solucao de dcido hdrico. Para tal, preparam-se placas de Petri descartaveis e estéreis
(com cerca de 55 mm de diametro) devidamente identificadas, que incluiam os controlos negativos, os
controlos positivos e as amostras:

- Controlo negativo: com uma pipeta de vidro graduada esterilizada colocou-se 0,5 ml de dgua
peptonada tamponada estéril em duas placas;

- Controlo positivo: com uma pipeta de vidro graduada esterilizada colocou-se numa placa 0,5 ml das
suspensoes diluidas finais de Staphylococcus aureuse de Pseudomonas aeruginosa, cada uma das quais
em duplicado;

- Amostras: com uma pipeta de vidro graduada esterilizada colocou-se 0,5 ml da amostra de solugao
de dcido bdrico (ver seccao 4.5.2.4) em duas placas;

- Mistura de amostra com suspensao bacteriana: para verificar se a solucao alcodlica de acido bdrico
inibia o crescimento das culturas de controlo, em cada um dos tubos de ensaio contendo solugao alcodlica
de dcido hdrico, adicionaram-se 45 pl das suspensoes bacterianas correspondentes a pendltima diluicao

com o auxilio de uma micropipeta e pontas estéreis, de forma a cumprir os requisitos da FP, e
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homogeneizou-se no vortex. Colocou-se 0,5 ml do preparado anterior, através de uma pipeta graduada
de vidro esterilizada com 1 ml de capacidade, em duas placas.

Posteriormente, com uma pipeta graduada de vidro esterilizada de 10 ml de capacidade, acrescentaram-
se a todas as placas preparadas (controlo positivo, negativo, amostras e a mistura da amostra com
suspensao bacteriana) 8 ml do meio de cultura NA, de modo a proceder ao método de incorporacao.
Deixou-se solidificar todas as placas e colocaram-se em posicao invertida num saco de pldstico que foi

introduzido na estufa a uma temperatura de 32,5 °C durante 3 dias.

4.6. Avaliacao da estabilidade da suspensao de trimetoprim 1%
Apos a validacao do método de doseamento do trimetoprim (ver seccao 4 .4), realizaram-se testes de
modo a confirmar se o respetivo método é adequado a formulacao do medicamento manipulado em
causa.
Prepararam-se dois ensaios de suspensao de trimetoprim a 1% (ver seccao 4.1.2.), transferiram-se 100 pl
do manipulado preparado para um balao volumétrico de 10 ml, completando o volume com NaOH 0,1 M.
De seguida, adicionaram-se aproximadamente 2 ml da solu¢ao anterior numa cuvete de quartzo e mediu-

se a Abszs; em duplicado.
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5. Resultados e discussao

5.1.  Solucdo alcodlica de Acido Bérico

5.1.1. Estabilidade fisico-quimica
511 Desenvolvimento do método de doseamento do acido bdrico em solugao
alcodlica

0 método utilizado para a quantificacao da solucao alcodlica de dcido bdrico foi adaptado a partir de um
método descrito na FP para o doseamento de dcido bdrico puro (matéria-prima) através da titulagao com
hidroxido de sddio 1 M, em presenca de 0,50 ml de solucao de fenolftaleina, apds a dissolucao, por
aquecimento, de 1,000 g de &cido borico em 100 ml de agua destilada contendo 15,0 g de manitol. O ponto
final da titulacao seria indicado pela viragem da coloracao do titulado de incolor para rosa e o teor depois
calculado em relagdo a massa de amostra pesada deveria encontrar-se dentro do intervalo 90 a 110 %"
Assim, seguindo as mesmas quantidades, para o ensaio-problema de doseamento do acido bdrico numa
solucao alcodlica saturada, colocaram-se inicialmente 20 ml da solucao (correspondente a 1 g de &cido
bérico), 80 ml de agua, 15,0 g de manitol e 0,50 ml de fenolftaleina. Por sua vez, para o ensaio-branco
utilizaram-se 100 ml de dgua destilada e as mesmas quantidades de manitol e de fenolftaleina. Apos a
realizacao de 3 ensaios, o teor do p.a. obtido foi de 99,1% que se encontra dentro do intervalo considerado
aceitavel pela FP. Deste modo, verificou-se ser possivel fazer esta adaptacao para o doseamento do dcido
bdrico em solucao alcodlica.
No entanto, devido a grande quantidade de manitol utilizada em cada ensaio, testou-se a possibilidade de
fazer areducao damesma (Tabela 4). Inicialmente, realizou-se o ensaio 1 onde se testou o doseamento
sem o manitol, tendo-se obtido um teor de 30,0%. Este resultado confirma a necessidade do uso do
manitol para permitir a quantificacao do dcido hdrico, ja que sendo este um acido fraco, torna-se mais
forte e é capaz de reagir com o NaOH (base forte) em presenca do manitol“®. Assim, partindo das
quantidades descritas inicialmente, testou-se a reducao das quantidades de manitol no ensaio 2 e
prosseguiu-se a adaptacao das restantes quantidades usadas no doseamento através dos ensaios 3 e 4

(Tabela 4), todos realizados em duplicado.

33



Tabela 4 Adaptacao das quantidades de manitol para o método de doseamento da solucao de acido bdrico

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4

- 20 ml de solucao -10 ml de solucao -5ml de solugao -5ml de solugao

- 80mldedguadestilada | - 40 mlde dguadestilada | - 20 mlde dguadestilada | - 20 mlde agua destilada

- 0,0 g de manitol - 7,5 g de manitol - 3,75 gde manitol -1,5 g de manitol

- 0,50 mldefenolftaleina | - 0,25 ml fenolftaleina (5 | - 0,15 ml de fenolftaleina | - 0,10 ml de fenolftaleina
(10 gotas) gotas) (3 gotas) (2 gotas)

Teor obtido: 30,9 % Teor obtido: 90,0 % Teor obtido: 88,9% Teor obtido: 96,0 %

Apesar da reducao das quantidades de manitol, com a correspondente reducao das outras quantidades,
foi possivel realizar o doseamento, pois o teor obtido com as menores quantidades do ensaio 4 ainda se
encontrava dentro do intervalo considerado aceitavel pela FP. Assim, o método de doseamento
selecionado para arealizacao do estudo da estabilidade foi o descrito no ensaio 4, ou seja: 5 ml de solucao
alcodlica de acido borico, 20 ml de dgua destilada, 1,5 g de manitol e 0,10 ml de fenolftaleina. Esta reducao
veio nao s6 melhorar o método em termos de gastos de reagentes e de geracao de residuos, como
também tornar possivel a andlise de uma mesma amostra ao longo de varias semanas, ja que permite
retirar muitas mais aliquotas de um tnico frasco do medicamento manipulado (100 ml correspondem a 20
aliquotas de 5 ml). Este resultado permite ainda perceber que 0o método descrito na FP para o doseamento
da matéria prima (acido bérico) poderia ser revisto, igualmente no sentido da reducao de reagentes gastos
e residuos gerados (0,25 g de &cido hdrico, 25 ml de dgua destilada, 1,5 g de manitol e 2 gotas de
fenolftaleina).
Existem outros métodos descritos na literatura para a detecao do acido bérico, nomeadamente:

- Titulacdo potenciométrica que é um método bastante moroso“”;

- Espectrofotometria de absorgao atémica®?.
Assim, a titulacao colorimétrica, apesar de ser um método bastante rudimentar e com elevados limites de
detecao, torna-se uma boa alternativa, ja que é muito acessivel em qualquer laboratdrio, sendo tambhém

muito rapido.

5112 Validacao do método de doseamento
A validacao dos métodos permite demonstrar que o método utilizado é adequado para a finalidade
pretendida. Os métodos de ensaio usados para avaliar a conformidade de produtos farmacéuticos com
especificacdes estabelecidas devem atingir padroes adequados de exatidao, precisao e confiabilidade
3340, Assim, descrevem-se de sequida os resultados obtidos para a validagao do método de doseamento
do acido bdrico em solugao alcodlica, através da obtencao de diversos parametros, nomeadamente: curva

da calibracao e parametros associados, limite de detecdo, limite de quantificacao, precisao e exatidao.
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Na realizacao da calibracao foram preparados, em duplicado, seis padroées com diferentes concentracoes
de dcido hdrico, C (50, 40, 30, 20,10 e 2,5 mg/ml), tendo-se registado o volume (V) de titulante (NaOH 1
M). A seguinte equacao da reta de calibragao obtida foi: V(ml) = (0,0729+0,0004) C(mg/ml) +
(0,0139+19,62) (Figura 4).

40
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Figura 4 Calibracao do acido bdrico

A curva de calibracao (Figura 4) demonstrou proporcionalidade entre a concentracao e o volume de
titulante gasto. Esta foi considerada adequada para a quantificacao de acido bdrico, uma vez que se
cumpriram todos os critérios associados a curva de calibracao, particularmente: o coeficiente de
correlacao (R) maior do que 0,995, o erro relativo do declive (s./a x 100) inferior a 5% e a ordenada na
origem (b) abarcar o zero (b-S,<0<h+Sy).

Os parametros de validacao deste método também incluiram o LD e LQ, calculados segundo as equagoes
2 e 3 descritos na seccao 4.4.2, tendo sido obtidos, respetivamente, 0,66 mg/ml e 2,20 mg/ml, ambos
abaixo da concentracao do padrao mais baixo utilizado na curva de calibragao. Estes limites sao
semelhantes aos LD e LQ (1,41 mg/ml; 2,14 mg/ml) da validacao de um método analitico semelhante
usado para a quantificacao do carbonato de calcio por titulacdo®".

A precisao do método expressa o grau de dispersao e avalia a proximidade dos resultados obtidos através
de vdrias medicoes de uma mesma amostra. Neste caso, a repetibilidade foi avaliada através de padroes
de trés concentracdes diferentes (50 mg/ml; 20 mg/ml e 2,5 mg/ml), efetuando-se 6 determinagdes de
cada uma das solucdes nas mesmas condicdes experimentais (conforme descrito na seccao 4.4.3).
Segundo os dados da Tabela 5, verificam-se valores de CV de 5,2%, 21,0% e 22,4%. Neste estudo, o CV
nao foi muito baixo, sobretudo para as concentracées menores. No entanto, o método pode ser

considerado preciso na concentragcao maior que € aquela mais proxima das concentracées das amostras
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do medicamento manipulado, o que nao anula a validacao do método. Num estudo realizado por Santana

et al, ja referido anteriormente, foi obtido um valor de CV inferior a 5%"".

Tabela 5 Resultados da repetibilidade (scido bérico)

Concentragao 50 mg/I 20 mg/I 2,5mg/|
Titulacdo 1 51 18 02
Titulacdo 2 45 22 0,4
Titulacdo 3 43 16 03
Titulacdo 4 46 18 03
Titulacdo 5 46 15 0,4
Titulacdo 6 47 27 0,4

Média 46 19 03

Desvio Padrao 0.2 04 01

cv 52 210 224

Os resultados da exatidao, avaliados através de ensaios de recuperacao encontram-se na Tabela 6 e

demonstram que todos os padroes estavam dentro do intervalo considerado aceitdvel (80-120%)"“8).

Tabela 6 Resultados do back calculation-exatidao (acido bérico)

Concentracgao Tedrica Volume Médio gasto Concentracao Real Recuperacao (%)
(mg/ml) (ml) (mg/ml)
50 3,65 49,88 99,8
40 2,95 40,28 100,7
30 2,20 29,99 100,0
20 1,45 19,70 985
10 0,75 10,10 101,0
25 0,20 2,55 1021

Assim, o método analitico desenvolvido para o doseamento do acido bdrico em solucao alcodlica

considera-se vdlido, uma vez que cumpre os principais critérios de validagao.

5113. Avaliacao da estabilidade fisico-quimica
Prepararam-se trés amostras de solucao alcodlica de acido bdrico que foram avaliadas, semanalmente,
durante 12 semanas. Foram aferidas as caracteristicas organoléticas das solucoes e foi feita a

quantificacdo do acido bérico. O doseamento foi realizado por titulacao em duplicado e/ou triplicado para
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0s casos de erro ou duvidas. Durante o estudo foram respeitadas as condicdes de armazenamento das
solucdes segundo a FGP®?2,
Todas as solucdes preparadas (dia 0) apresentavam-se transparentes, com aspeto caracteristico de uma

solucao conforme o indicado no FGP®2 em termos de cor e aspeto (Tabela 7).

Tabela 7 Avaliagao de caracteristicas organoléticas das soluces de acido bdrico no tempo zero (0)

Solu¢des Cor Aspeto
1 Incolor Limpido
2 Incolor Limpido
3 Incolor Limpido

No entanto, apds duas e cinco semanas da preparacao das suspensoes, formou-se um precipitado nas
solucoes 1 e 3 respetivamente. Na solucao 2, nao houve formacao de precipitado até ao final do estudo
(Figura 5).

Figura 5 Aspeto das soluges apds formacao de precipitado (da esquerda para a direita: solugdo 1,solucao 2 e solugao 3)

Tendo em conta os resultados do doseamento dos trés ensaios realizados durante as 12 semanas (Anexo
1), constatou-se que a solucdo alcodlica de acido bérico € muito estdvel. Na figura sequinte (Figura 6),
considerando o intervalo imposto pela literatura (90-110%), demonstra-se que as solugdes preparadas
apresentam um teor de principio ativo dentro do intervalo considerado aceitdvel em grande parte do
estudo. Paraas solugdes 1e 3,apesar de iniciarem com um teor um pouco acima do limite maximo, durante
as restantes 12 semanas as concentracdes das solu¢ées mantiveram-se entre os 950-110%, com excecao
de uma analise para a solucao 1. Para a solu¢ao 2, que iniciou com um teor dentro do intervalo desejdvel,
logo na sequnda semana teve um decréscimo considerdvel, que se manteve em valores proximos ao

longo de todo o ensaio. Este resultado foi confirmado em termos do aspeto das solucoes ja que, até o final
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do estudo, nao houve a formacao de precipitado nesta solucao, enquanto que para as restantes os teores
se mantiveram aceitdveis e as solucdes apresentavam precipitado. Assim, um aspeto importante
identificado foi a formacao de precipitado, que s6 acontece quando a solucao esta sobressaturada
(ensaios 1 e 3). De facto, a solucao precisa estar sobressaturada para permanecer estdvel, jd que o

precipitado mantém elevado o nivel do teor de acido bdrico em solucao.

Doseamento H;BO5
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o 110,00% \/ /\
=
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[«§) .
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|°_J Ensaio 3
70,00%
60,00%

0 7 14 21 28 35 44 49 56 63 70 77 84
Dias passados desde a preparacao

Figura 6 Teordoensaio1,2e 3

No final do estudo, revelou-se que a solucao alcodlica de dcido bdrico a saturacao é estavel quimicamente
por um periodo superior a validade habitualmente estabelecida e o novo prazo de validade pode ser
estendido, pelo menos até 12 semanas. No entanto, sé depois do estudo de estabilidade microbioldgica se

poderd ter a certeza deste novo prazo de validade.

5.1.2. Estabilidade Microbioldgica
As formulac6es liquidas sao suscetiveis de contaminacao microbiana, sobretudo quando contém grandes
quantidades de dgua. De modo a assegurar a qualidade das preparagdes formuladas, garantindo que
estas nao serao origem de infecao, torna-se de importancia fundamental a avaliacao da estabilidade
microbioldgica. Através dos resultados é possivel verificar se existe a necessidade de utilizar agentes
conservantes para se alcancar a seguranca microbioldgica®” . As preparagbes mais suscetiveis a
contaminacgao sao as preparacoes liquidas ou semi-sdlidas com base aquosa, especialmente xaropes,

emulsdes e suspensdes®?,

5121 Adaptacao do método
Tal como referido na seccao 4.5.2, no presente estudo optou-se por utilizar apenas as duas estirpes de

bactérias nao produtoras de esporos, nomeadamente Staphylococcus aureus e Pseudomonas
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aeruginosa. Ambos os microrganismos de referéncia utilizados neste estudo apresentam um potencial
patogénico. As bactérias Staphylococcus aureus podem provocar desde infegdes simples (acne,
furdnculos e celulites) até mais graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome de choque
toxico)®?. As Pseudomonas aeruginosa estao associadas a doencas do trato respiratdrio inferior,
podendo causar traqueobronquite, broncopneumonia e infe¢des pulmonares em doentes com fibrose
cistica®?.

Apesar do método de avaliacao de contaminacao microbioldgica de preparac6es liquidas nao estéreis
estar descrito na FP, houve a necessidade de testar e adaptar o respetivo método®“. Inicialmente,
determinaram-se as quantidades do meio de cultura e da solucao a adicionar nas placas, a temperatura e

o periodo de incubacgao. Todas estas adaptacdes estao descritas de seqguida.

a. Avaliacao morfoldgica das estirpes de referéncia e escolha do meio de cultura
Inicialmente, foi possivel observar e caracterizar morfologicamente as culturas contendo os
microrganismos de referéncia - Staphylococcus aureuse Pseudomonas aeruginosa(Figuras 7 e 8), bem

como verificar se o meio de cultura era adequado.

Figura 7 Staphylococcus aureus Figura 8 Pseudomonas aeruginosa

Tabela 8 Caracterizacao morfolégica das coldnias obtidas

S. aureus P. aeruginosa
Cor Bege Esverdeada
Forma Circular Irregular
Tamanho Diametro <5mm Diametro <5mm
Elevacao Convexa Plana
Margem Inteira Ondulada
Superficie Lisa Lisa
Opacidade Transltcida Opaca
Brilho Brilhante Baca
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Observando as Figuras 7 e 8 e os resultados da Tabela 8, verifica-se que os dois microrganismos de
referéncia sao diferentes, o que permite distingui-los aquando do estudo de estabilidade, assim como
verificar se 0 ensaio tem alguma contaminacdo. Nas placas que continham a inoculacao de
Staphylococcus aureus, as células tinham uma dimensao menor, coloracao bege e eram circulares com
bordas bem definidas. Relativamente as placas que continham ainoculacao de Pseudomonas aeruginosa,
as células erammaiores, com coloracao esverdeada e irregulares com bordas onduladas. Um outro aspeto
identificado nas placas de controlo positivo inoculadas com Pseudomonas aeruginosafoi a presenca de
massa celular aglomerada nas bordas, o que dificultava a contagem das mesmas. Apesar das placas de

Staphylococcus aureus conterem mais ufc, a sua contagem era mais facil.

b. Calibracao das estirpes de referéncia
Para a utilizacao das estirpes bacterianas de referéncia escolhidas houve necessidade de, inicialmente,
estabelecer uma relacao entre a Abseo € a concentracao celular, que se descreve de sequida. Estes

resultados foram obtidos através da execucao do procedimento descrito na seccao 4.5.2.2.

al. Pseudomonas aeruginosa
Inicialmente, para a calibragao de Pseudomonas aeruginosa, utilizaram-se cinco padroes com diferentes
Abseo (1,40;1,20; 0,77; 0,42; 0,19) obtendo-se uma reta de calibragao com um R de 0,9745. Assim, na
tentativa de melhorar o ajuste feito, o padrao menos concentrado (Abseo = 0,19) foi desconsiderado,
apesar de restarem apenas 4 pontos para o ajuste. A curva de calibracao obtida apresentou um R de
0,9899, pelo que a equagao da reta utilizada para determinar a concentracao celular (C, ufc/ml) a partir

da Abse1o, foi: Cc(ufc/ml)= 93544047,47 Abseo- 419356339,98 (Figura 9).
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Figura 9 Calibracao das estirpes de referéncia- Pseudomonas aeruginosa
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azl. Staphylococcus aureus
Para esta estirpe, foi possivel utilizar os 5 padroes inicialmente incluidos com Abse;o de 1,28, 0,94, 0,61,
0,36 e 0,13. A curva de calibracao obtida apresentou um Rde 0,9899 e a equacao da reta utilizada para
determinar a concentracao celular (C., ufc/ml) a partir da Abseo, foi: Cc(ufc/ml) =62111419,41
Abse0+5478017,51 (Figura 10).
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Figura 10 Calibracao das estirpes de referéncia— Staphiylococcus aureus

c. Ajuste das quantidades de meio de cultura, temperatura e tempo de incubacao
Nas primeiras semanas testaram-se a temperatura, o tempo de incubacao das placas e a quantidade de
meio a utilizar em cada ensaio. Inicialmente para a incorporacao utilizavam-se placas maiores, com 90
mm de diametro, onde se colocavam 15 ml de meio de cultura e 1 ml da amostra, conforme descrito na
FP“%). Posteriormente, testou-se a possibilidade de utilizar placas menores com 55 mm de diametro, com
o intuito de diminuir a quantidade de meio que se utilizava em cada ensaio, adicionando 8 mlde meio e 0,5
mlde amostra. Relativamente a temperatura e ao tempo de incubacao das placas, na FP estd descrito, 30-
35°C durante 3-5 dias, respetivamente'”. Neste estudo, optou-se por usar uma temperatura intermédia
de 32,5°C durante 3 dias. Passados os 3 dias, verificou-se o crescimento dos microrganismos de
referéncia, o que confirmou que as quantidades eram adequadas para a realizacao do estudo da
estabilidade. Assim, as quantidades finais para o estudo foram: 8 ml de meio numa placa de 55 mme 0,5

ml da amostra, introduzidas na estufa a 32,5°C, durante 3 dias.
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51.2.2.  Avaliacao da estabilidade microbioldgica

Preparam-se trés ensaios de solucao alcodlica de acido bdrico respeitando as normas e os critérios
disponibilizados no FGP, sequndo o procedimento descrito na seccao 4.1.1. Foi realizada a avaliagao da
estabilidade microbioldgica das mesmas durante 12 semanas, mais especificamente 84 dias, em
simultaneo com os 3 ensaios de estabilidade fisico-quimica anteriormente descritos.

Para a avaliacao da estabilidade microbioldgica foi utilizada a técnica de incorporacao, conforme descrito
na FP para o controlo microbioldgico de produtos nao estéreis e através do procedimento ja descrito na
seccao 4.5.2.5. A C (ufc/ml) foi calculada através das equagdes obtidas para a calibragao das estirpes de
referéncia, descritas na seccao anterior. Com esses dados, efetuaram-se as diluicbes das suspensoes
bacterianas de acordo com os valores obtidos da Absgode forma a obter uma Cc maxima de 100 ufc/ml.
De sequida, procedeu-se a preparacao das culturas por incorporacao, conforme descrito na sec¢ao
4.5.2.5. 0 meio de cultura colocou-se sob uma placa de aquecimento (a 50 °C) de modo a evitar-se a
solidificacao do meio, o que dificultaria a sua distribuicao. Por outro lado, teve-se o cuidado de verificar
que o mesmo nao estava demasiado quente, pois de outro modo iria causar a morte das bactérias
presentes nas placas. Terminada a incorporacao as culturas foram, entao, colocadas na estufaa 32,5 °C
durante trés dias. Apds este periodo observou-se se houve crescimento microbiano. Este procedimento
foirealizado durante 12 semanas.

Semanalmente/quinzenalmente efetuou-se a contagem das células, tendo-se sempre verificado o
crescimento nos controlos positivos, o que confirma que o meio de cultura é adequado e nao houve
qualquer inibicao de crescimento, assim como nas placas contendo a mistura da suspensao bacteriana e
o manipulado em estudo. Estes ultimos resultados confirmaram que a solucao alcodlica de dcido hdrico
nao inibia o crescimento das culturas dispensando, assim, o uso de neutralizantes ao longo dos ensaios. O

resultado das contagens esta apresentado detalhadamente nas Tabelas 9,10 e 11.
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Tabela 9 Analise microbioldgica na solucao 1

Contagem celular na solugao 1 (ufc)
Soluga | Solugao +
o+ P.
Tempo Controlo Controlo positivo- | Controlo positivo - P. Amostra - S. aerugino

(dias) negativo S. aureus aeruginosa Solugao aureus sa
0 368 35* 0 266 21

0 1 360 46* 0 328 37

0 192 51 0 177 8

14 0 162 54* 0 152 9
0 356 29" 0 263 6*

28 0 81 27 0 260 4
0 368 179 1 292 92
39 0 tmtc 148 0 272 70
0 78 5 0 68 10*

58 0 81 7 0 73 2*
0 66 3r 0 105 76
63 0 65 25* 0 87 52*
0 22 40* 1 89 27

77 0 139 46* 0 91 21
0 265 23* 0 231 2*

84 0 285 20* 0 300 5*

* com massa celular na borda

tmtc- too much to count(demasiada massa celular para conseguir contar)
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Tabela 10 Andlise microbiolégica na solugao 2

Contagem celular na solugao 2 (ufc)

Soluca | Solucao +
o+ P.
Tempo Controlo Controlo positivo- | Controlo positivo - P. Amostra - S. aerugino
(dias) negativo S. aureus aeruginosa Solugao aureus sa
192 51 0 156 [
0 0 162 54* 0 167 4
0 356 29* 0 254 8
14 0 81 27" 0 257 16
0 368 79 0 252" 103"
25 0 tmc 148 0 310 84"
0 66 37 0 87 76
49 0 65 25" 0 76 52*
0 122 40* 1 125 40*
63 0 139 46" 0 109 29*
0 265 23" 0 254 10
70 0 285 20 0 265 8"
0 132 18" 0 16 12*
84 0 128 23" 0 109 8"
* com massa celular na borda tmtc- too much to count(demasiada massa celular para conseguir contar)
Tabela 11 Andlise microbiolégica na solucao 3
Contagem celular na solugdo 3 (ufc)
Soluca | Solucao +
o+ P.
Tempo Controlo Controlo positivo- | Controlo positivo - P. Amostra - S. aerugino
(dias) negativo S. aureus aeruginosa Solugao aureus sa
0 356 29* 0 254 16"
0 0 81 27" 0 257" 8"
0 368 179 0 252" 103"
1l 0 tmc 148 0 310 84"
0 66 37 0 87 76
35 0 65 25" 0 76 52*
0 122 40* 0 14 29*
49 0 139 46" 0 98 34"
0 265 23" 0 310 9"
56 0 285 20" 0 277 2"
0 132 18" 0 100 13*
70 0 128 13* 0 98 8"
0 380 42" 0 328 46*
88 0 409 55* 0 310 30°

* com massa celular na borda

tmtc- too much to count(demasiada massa celular para conseguir contar)
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Como se pode ohservar, para o caso dos ensaios com Staphiylococcus aureus, tanto no controlo positivo
como na sua mistura com a solucdo, obtiveram-se mais de 100 ufc/ml, mesmo com as diluicoes
efetuadas, o que dificultou a contagem. Apesar de ter sido realizada a calibracao das estirpes de
referéncia, o crescimento celular pode ser varidvel, o que inviabiliza a sua determinagao exata. Nos
controlos negativos houve uma unica contaminacao no dia O em apenas uma das placas, o que pode ter
sido devido a incorreta manipulacao durante o procedimento assético ou a presenca de contaminacao
prévia nas placas de Petri descartdveis, uma vez que o duplicado nao estava contaminado.

Relativamente as placas que continham a amostra de solu¢ao alcodlica de acido bdrico, no ensaio 1,
registou-se uma contaminacao (1 ufc) nos dias 39 e 77 (Figura 11). No ensaio 2, registou-se 1 ufc numa
das placas no dia 63 (Figura 12), correspondente ao dia 77 do ensaio 1. Considera-se que esta
contaminacao foi devida, mais uma vez, a incorreta manipulacao durante o procedimento assético ou a
presenca de contaminacao prévia nas placas de Petri descartaveis, uma vez que o duplicado nao estava
contaminado. Além disso, nao houve qualquer contaminacao na analise das semanas subsequentes para
0s ensaios com as solucdes 1 e 2, e a solucao 3 nunca teve contaminagao alguma, confirmando a

estabilidade microbioldgica das amostras ao longo de todo o estudo.

Figura 11 Contaminacao do ensaio 1 Figura 12 Contaminacao do ensaio 2

Como se pode constatar nas Figuras 11 e 12, as coldnias observadas sao diferentes das coldnias das
estirpes de referéncia (células menores e de cor esbranquicada), o que confirma que se trata de
contaminacao.

Os resultados do estudo da estabilidade microbioldgica indicam que nao houve crescimento bacteriano
em qualquer uma das amostras até ao final dos ensaios e estao em conformidade com o determinado na
FP. Estes resultados confirmam que o prazo de validade deste manipulado pode ser prolongado, até pelo
menos 12 semanas, ja que se verificou a estabilidade fisica e microbioldgica das amostras analisadas. O

prolongamento deste estudo poderia, inclusivamente, fixar um prazo de validade ainda mais longo.
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5.2. Suspensao de Trimetoprim

5.21. Doseamento do trimetoprim em suspensao
5211 Desenvolvimento do método de doseamento
Para o doseamento do trimetoprim comecou-se por tentar adaptar um dos métodos descritos na FP para
aidentificacao de trimetoprim puro (matéria-prima), através de espectrofotometria de absorcao naregiao
do UV. Este método indica que o trimetoprim é detetado ap6s uma diluicao de dez vezes de uma solucao
preparada com 20 mg da amostra em 100,0 ml de NaOH 0,1 M. Examinada entre 230 e 350 nm, essa
solugao deve apresentar um tinico maximo de absorgao em 287 nm®". Assim, inicialmente, tragou-se o
espetro da amostra nesta regido (230-350 nm), tendo-se confirmado a Abs maxima em 287 nm. Desta
forma, foi este o comprimento de onda utilizado para os ensaios de doseamento. No entanto, antes de
testar a quantificacao do trimetoprim em suspensao, comecou-se por validar o método de doseamento

do trimetoprim puro, como se descreve de seguida.

5212.  Validacao do método

Na validacao do método de doseamento do trimetoprim obtiveram-se diversos parametros,
nomeadamente: curva da calibracao e parametros associados, LD, LQ e precisao.

De modo a definir a gama de calibracao a utilizar, inicialmente, transferiu-se 10 mg de trimetoprim para
um baldo volumétrico de 50 ml completando-se o volume com NaOH 0,1 M. Uma nova diluicao foi
realizada retirando-se 1 ml da solu¢ao anterior, a qual foi adicionado NaOH 0,1 M até perfazer os 10 mlde
baldo volumétrico. Mediu-se a Abszs; das duas solugdes, 200 mg/I e 20 mg//, obtendo os valores de
0,893 e 0,145 respetivamente. Para completar a curva de calibracao, prepararam-se mais trés padroes
(65, 110 e 155 mg/1), em triplicado, efetuando a leitura das Abs no espectrofotémetro. Apés andlise dos
pontos obtidos, optou-se por retirar o ponto relativo ao padrao mais concentrado porque a Abs damesma
era muito elevada e nao se alinhava com os restantes pontos da curva de calibracao. A equacao obtida
com os quatro padrdes referidos que relaciona a Abs com a concentragao de trimetoprim, C (mg/l), é a

seguinte: Abs=(0,0108+0,0012) C(mg/I) -(0,1283+1000,22) com R de 0,9764 (Figura 13).
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Figura 13 Calibracao do trimetoprim

Para a calibracao do trimetoprim, foi possivel cumprir o parametro associado a ordenada na origem (b-
sp<0<h+sy). Contudo, o valor de R foi menor do que 0,995 e o erro relativo do declive (s./a x 100) foi
superior a 5%, pelo que pode considerar-se que a curva nao é adequada e terd que ser melhorada.

Os LD e LQ foram de 33,57 e 111,90 mg/|, respetivamente, o que se encontra bastante acima do padrao
mais baixo da curva de calibracao. Os resultados obtidos sao diferentes aos de um estudo realizado por
Ferreira e seus colaboradores, para a quantificacao do trimetoprim, onde os LD e LQ foram 1,2 e 41 mg/|
respetivamente®. Esta diferenca pode ser explicada porque o método utilizado foi a Cromatografia
liquida de elevada eficiéncia (HPLC), cuja precisao é superior a da espectrofotometria. Num outro estudo,
realizado por Duarte e colaboradores, a quantificacao de furosemida por espectrofotometria revelou
valores de LD e LQ ainda mais baixos, 0,03 e 0,09 mg/|, respetivamente‘55).

A repetibilidade foi avaliada através de padrdes de trés concentragoes diferentes (155, 110 e 20 mg/l),
efetuando-se 9 medic6es de cada uma delas nas mesmas condi¢oes experimentais. Segundo os dados
da Tabela 12 verificou-se um CV de 3,5,11,7, 3,2%. Os valores do CV foram baixos, com excecao de uma
das concentragdes (110 mg/l). Assim, o método poderd ser considerado preciso sendo, no entanto,
necessario efetuar alguns ajustes. No estudo realizado por Ferreira et al.**, visto que o método utilizado

(HPLC) é mais preciso, o CV foi mais baixo (0,6%).
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Tabela 12 Resultados da repetibilidade (trimetoprim)

Concentragao 155 mg/I| Concentragdo 110 mg/I Concentragdo 20 mg/
Ensaio1 | Ensaio2 | Ensaio3 | Ensaio1 | Ensaio2 | Ensaio3 | Ensaio1 | Ensaio2 | Ensaio3

Abs1 1,599 1,657 1,541 0,884 0,838 1,048 0,180 0,170 0,163
Abs 2 1,684 1,603 1,600 0,888 0,848 1,075 0173 0,180 0172
Abs 3 1,745 1,615 1,66 0,894 0,846 1148 0,179 0,181 0,176
Média 1,63 094 0,17
Desvio 0,06 omn 0,01
padrao

CV (%) 35 n7 32

Estes resultados de validacao nao confirmam a total validade do método de doseamento do trimetoprim,
o que indica que o mesmo terd que ser melhorado. Esta dificuldade de validacao do método pode explicar-
se pelainstabilidade sentida nas leituras de Abs de cada padrao de trimetoprim em NaOH. No primeiro dia,
os resultados obtidos para a Abs da solugao mais concentrada (200 mg/1), logo apés a preparacao e trés
horas depois,foram 0,899 e 2,535 respetivamente. O presente resultado poderd ser explicado pelo tempo
em que a solucao permaneceu em repouso. No dia seguinte, apds a preparacao de todos os padraes,
efetuou-se as medicdes das Abs. Apesar de as solu¢ées permanecerem em repouso por um periodo de
tempo menor (alguns minutos), a imprecisao dos resultados perdurou. Assim sendo, de modo a excluir o
tempo de repouso como fator causal da instabilidade, novas medicoes foram efetuadas, sequidas da
preparacao de cada padrao. Os resultados mantiveram-se e confirmaram a instabilidade da solucao
independentemente do tempo de repouso.
5.213. Estudo de estabilidade do trimetoprim

Com o intuito de confirmar se o respetivo método era adequado ao doseamento do trimetoprim no
medicamento manipulado em causa, prepararam-se duas suspensoes de trimetoprim a1%. Como se pode
verificar na Tabela 13, o método nao é adequado para o manipulado em causa, pois a solucao é muito

instavel, tendo-se obtido algumas diferencas nos valores de Abs em cada ensaio.

Tabela 13 Resultados das absorvancias lidas para os ensaios com as suspensoes 1e 2

Absorvancia Suspensao1 Suspensao 2
Leitura1 1,49 1,49
Leitura 2 1,90 1,71
Leitura3 20 1,85
Concentrecao (%) 0,02 0,02
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A fim de se confirmar os resultados anteriores mediram-se as Abs em condi¢oes diferentes,
designadamente, deixando as solu¢des em repouso durante dois e cinco dias, ap6s os quais registaram-

se os valores de Abs. Diferencas significativas foram encontradas entre os mesmos (Tabelas 14 e 15).

Tabela 14 Valores de absorvancia registados dos ensaios 1 e 2 deixadas em repouso durante dois dias

Suspensao1 Suspensao 2
Absorvancia Ja diluida ha 2 dias Diluida na hora Ja diluida ha 2 dias | Diluida na hora
Leitura1 2,63 1,20 2,91 1,20
Leitura 2 2,74 150 3,0 153
Leitura 3 2,72 1,69 3,0 1,72
Concentracao 0,03 0,01 0,03 0,01
(%)

Tabela 15 Valores de absorvancia registados do ensaio 1 e 2 deixadas em repouso durante cinco dias

Suspensao1 Suspensao 2
Absorvancia | Ja diluida ha5 dias Diluida na hora Ja diluida ha 2 dias | Diluida na hora
Leitura1 2,49 0,60 2,68 0,585
Leitura 2 2,54 0,66 2,83 0,671
Leitura 3 2,57 0,76 2,88 0,74
Concentracao 0,02 0,01 0,03 0,01
(%)

Também tentou-se verificar se o veiculo da suspensao teria interferéncia nas leituras de Abs.
Assim, mediu-se a Abs do xarope comum, tendo-se obtido os valores de 0,052, 0,080 e 0,10,

comprovando-se que nao havia interferéncia dos componentes da formulacao na andlise da suspensao.

5.3. Solucao de minoxil

5.3.1. Doseamento do minoxidil em solucao

5311 Desenvolvimento do método de doseamento

Para o doseamento do minoxidil, comecgou-se por tentar adaptar um dos métodos descritos na FP paraa
identificacao deste p.a. através de espectrofotometria de absorcao na regiao do UV. Este método indica
que o minoxidil é detetado em diversos comprimentos de onda, usando duas solucdes diluidas 50 vezes
de uma solucdo inicial (solugao A, a 200 mg/I em HCI 0,1 M): na primeira solucdo o solvente foi o mesmo

(solucdo B, a 4 mg/l em HCl 0,1 M), mas na segunda solucao diluiu-se com outro solvente (solucdo C,a 4
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mg/I em NaOH 0,1 M). Segundo a FP, a solucdo B deve apresentar 2 maximos de absor¢ao a 230 e 281
nm, e a solucao C deve apresentar 3 maximos de absorcao a 230, 262 e 288 nm®. Assim, usando estas
solucoes e estes comprimentos de onda, tentou-se verificar até que ponto seria possivel quantificar o
minoxidil.

Foi medida a Abs, a 230 e 281nm, das solucdes A e B, com 200 mg/I e 4 mg/|, respetivamente, ambas
com o mesmo solvente. Verificou-se que a solucao A tem uma concentragao muito elevada ja que a Abs
obtida (3,000) é sempre superior ao limite superior de leitura do espectrofotémetro. Portanto, dados os
valores de Abs obtidos paraasolucao B (0,909 a230 nme 0,926 a281nm), verificou-se que esta deveria
ser a concentracao mais elevada a usar numa futura calibracao com este método de doseamento, que usa
HCI 0,1 M como solvente.

Posteriormente, preparou-se a solucao C (4 mg/1) a partir da solugao A e utilizando como solvente o
NaOH. Mediu-se as Abs a 230, 262 e 288 nm, obtendo-se os sequintes resultados: 1,22, 0,401 e 0,449
respetivamente. Como a 262 e 288 nm as Abs foram baixas optou-se por fazer duas concentracoes mais
baixas (2 e 3mg/l) e duas concentracdes mais altas (5 e 6 mg/|).

Portanto, para verificar qual o solvente e comprimento de onda mais adequados para o doseamento do
minoxidil, optou-se por determinar alguns parametros de validacao (curva de calibracao e parametros
associados, LD, LQ e precisao), medindo as Abs na regiao do UV, especificamente a 230 e 281 nm, usando

como solvente o HCI0,1M, e 230, 262 e 288 nm, usando como solvente o NaOH 0, 1M.

a. Doseamento usando como solvente HCI 0,1 M
Na realizacao destas calibragoes foram preparados seis padroes (5, 4, 3,2,1e 0,5 mg/|), efetuando-se a
leitura das Abs no espectrofotémetro a 230 e 281nm. Foram obtidas as sequintes equacoes e respetivos
R:
- Abs=(0,2227+0,029) C(mg/I) + (0,0345+1,34) com R de 0,966 a 230nm (Figura 14);
- Abs =(0,2249+ 0,022) C(mg/I) + (0,0388+1,30) com R de 0,969 a 281nm (Figura 15);
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Figura 14 Calibragao do Minoxidil por espectrofotometria UV (230 nm), usando como solvente HCI 0,1M
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Figura 15 Calibragao do Minoxidil por espectrofotometria UV (281 nm), usando como solvente HCI 0,1M

Os valores de R mostram que ambas as equacoes nao cumprem dois dos critérios para os parametros
associados a curva de calibragao, ja que o R € menor do que 0,995, e os desvios padrao do declive (s./a x
100) foram superiores a 5%, tanto a 230 como 281 nm. Apenas cumpre o parametro associado a
ordenada na origem, b-s,<0<b+sy.

A partir das curvas de calibracao apresentadas, foram calculados os LD de 1,52 mg/I (230nm) e 1,46 mg/|
(281nm), e 0s LQ de 5,09 mg/1(230nm) e 4,89 mg/I (281nm) que se encontram bastante acima do padrao
mais baixo da curva de calibragao. Estes limites sao semelhantes aos LD e LQ (1,97 mg/l e 6,57 mg/l) da
validacao do método para quantificacdo de dcido acetilsalicilico por espectrofotometria UV realizado por

Goes et al®®,
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A repetibilidade foi avaliada através de padrdes de trés concentragdes diferentes (5, 3 e 0,5 mg/l),
medindo-se a Abs em diferentes comprimentos de onda (230 e 281 nm), efetuando-se 4 determinacoes
de cada uma delas nas mesmas condi¢des experimentais. Os resultados da repetibilidade estdo descritos
nas Tabelas 16 e 17, tendo-se verificado valores de CV de 0,49, 0,67 e 2,04% a 230 nm, e 0,55, 0,88 e
1,6% a 281nm. Assim, o método pode ser considerado preciso, pois o0s valores de CV foram muito baixos.
Valores semelhantes foram encontrados na literatura para a gama de concentrac6es mais altas como
0,42% para carvedilol a 6 mg/1°7, e 0,6% para acetato de eslicarbazepina a 800 mg/I utilizando o método

de HPLC com detecao por UV®®),

Tabela 16 Resultados da repetibilidade para o doseamento do Minoxidil em HCl 0,1 M por espectrofotometria UV (230nm)

Concentragao 5mg/I 3 mg/I 0,5mg/I
Abs 1 116 0,738 0,08
Abs 2 1130 0,743 0103
Abs 3 1130 0,744 0102
Abs 4 1131 0,730 0,106
Média 1127 0,739 0,105

Desvio Padrao 0,006 0,005 0,002
CV (%) 0,49 0,67 204

Tabela 17 Resultados darepetibilidade para o doseamento do Minoxidil em HCI 0,1 M por espectrofotometria UV (281nm)

Concentragao 5mg/I 3 mg/I 0,5mg/I
Abs 1 1132 0,737 016
Abs 2 1148 0,749 o3
Abs 3 1149 0,73 0112
Abs 4 1148 0,733 014
Média 1144 0,737 014

Desvio Padrao 0,006 0,006 0,001
CV (%) 0,555 0,88 116

b. Doseamento usando como solvente NaOH 0,1M
Na realizagao destas calibragdes foram preparadas sete solu¢des-padrao (6, 5, 4, 3,2, 1 e 0,5 mg/)
efetuando-se aleituradas Abs a230, 262 e 281nm. No entanto, nao se verificou linearidade para qualquer
um dos comprimentos de onda usados. Em contrapartida, ao retirar-se as duas concentracées mais
baixas (0,5 e 1 mg/I) houve linearidade em qualquer comprimento de onda. Assim, as calibracdes finais

obtidas deram origem as sequintes equacoes e respetivos R:
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- Abs =(0,173740,006) C(mg/1) + (0,5326+0,25) com R de 0,995 a 230 nm (Figura 16)
- Abs =(0,0548+0,001) C(mg/I) + (0,1809+0,04) com R de 0,998 a 262 nm (Figura 17)
- Abs =(0,0622+0,001) C(mg/1) + (0,2009+0,03) com R de 0,998 a 288 nm (Figura 18)
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Figura 16 Calibragao do Minoxidil por espectrofotometria UV (230 nm), usando como solvente NaOH 0,1M
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Figura 17 Calibracao do Minoxidil por espectrofotometria UV (262 nm), usando como solvente NaOH 0,1 M
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Figura 18 Calibragao do Minoxidil por espectrofotometria UV (288 nm), usando como solvente NaOH0,1M

Os valores de R mostram que todas as equagdes cumprem um dos critérios para os parametros
associados a curva de calibracao, ja que em todas o R é maior do que 0,995. Quanto aos desvios padrao
do declive (s./a x 100) e da ordenada na origem (b-sy<0<b+sy), todas as retas também cumprem os
critérios associados a curva de calibracao. Assim, qualquer uma das curvas de calibracao do minoxidil,
usando a solucao de NaOH como solvente, pode ser considerar adequada.

Os parametros de validacao deste método também incluiram o LD e o LQ que foram, respetivamente, de
0,54 mg/l e 1,78 mg/l a 230nm, 0,23 mg/l e 0,76 mg/l a 262nm, e 0,16 mg/l e 0,54 mg/l a 288nm,
encontra-se sempre abaixo do padrao mais baixo da curva de calibracao. Os resultados dosLD e LQ a 288
nm sdo semelhantes ao estudo realizado por Borba et a/*” sobre a quantificacao de carvedilol por
espectrofotometria UV (LD 0,1689 mg/l e LQ 0,5118 mg/l).

A precisao foi calculada com base na repetibilidade, avaliada através de padrdes de trés concentragoes
diferentes (6,4 e 2 mg/l), medindo a Abs das mesmas em diferentes comprimentos de onda (230,262 e
288nm), tendo sido efetuadas 4 determinacdes de cada uma delas nas mesmas condigoes
experimentais. Os resultados obtidos para a repetibilidade, apresentados nas Tabelas 13, 14 e 15,
demonstram que o método € preciso, com valores de CV inferiores a 2% em todos os comprimentos de
onda. Estes resultados sao semelhantes ao estudo realizado por Goes et a/*®, quantificacdo de &cido
acetilsalicilico em formulagdes farmacéuticas por espectrofotometria. No entanto, outro estudo sobre a
estabilidade da suspensao oral de minoxidill por HPLC obteve resultados diferentes, designadamente com
os valores de CV muito mais baixos (0,10, 0,30 e 0,40%)*? , o que se deve, possivelmente, ao facto do

método utilizado ser mais preciso.
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Tabela 18 Resultados da repetibilidade para o doseamento do Minoxidilem NaOH 0,1 M por espectrofotometria UV (230 nm)

Concentragao 6 mg/I 4mg/| 2mg/I
Abs 1 157 122 0,901
Abs 2 1613 1213 0,895
Abs 3 1618 12 0,895
Abs 4 122 0,909
Média 1,600 1213 09

Desvio Padrao 0,021 0,008 0,006
CV (%) 135 0,67 0,64

Tabela 19 Resultados darepetibilidade para o doseamento do Minoxidil em NaOH 01 M por espectrofotometria UV (262 nm)

Concentragao 6 mg/I 4mg/| 2mg/I
Abs 1 05 0,401 0,293
Abs 2 0,51 0,405 0,291
Abs 3 0512 0,406 0,292
Abs 4 0,403 0,297
Média 0,507 0,404 0,293

Desvio Padrao 0,005 0,002 0,002
CV (%) 107 0,48 0,78

Tabela 20 Resultados darepetibilidade para o doseamento do Minoxidil em NaOH 0,1 M por espectrofotometria UV (288 nm)

Concentragao 6 mg/I 4mg/| 2mg/I
Abs 1 0,563 0,449 0329
Abs 2 0576 0,451 0326
Abs 3 0578 0,449 0327
Abs 4 0,454 0,331
Média 0572 0,450 0328

Desvio Padrao 0,006 0,002 0,001
CV (%) 116 0,45 0,59

Com base nos resultados das curvas de calibracao para o doseamento do minoxidil por
espectrofotometria UV, verificou-se que nao havia linearidade usando como solvente o HCI 0,1M, mesmo
eliminadas as duas concentra¢ées mais baixas. De outro modo, usando como solvente o NaOH 0,1 M,
conseguiram-se obter curvas de calibragao lineares e com parametros associados adequados, bem como
LD, LQ e precisoes que indicam que este deverd ser o método a usar em estudos futuros de doseamento

de minoxidil.
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6. Conclusao e perspetivas futuras

A preparacao de medicamentos manipulados é uma pratica ancestral na atividade farmacéutica. Contudo,
constituiuma realidade atual e importante das necessidades terapéuticas, preenchendo lacunas relativas
aos medicamentos. O estudo da estabilidade de manipulados é fundamental para assegurar sua qualidade
e seguranca. Adicionalmente, permite determinar as condicoes de armazenamento e o prazo de validade
que garante a conservacao de suas caracteristicas iniciais.

No presente trabalho, comecou-se por validar o método para a quantificacao do dcido bérico em solucao
alcodlica. Inicialmente, adaptou-se o método existente na FP a uma solucgao alcodlica de &cido bdrico. Os
resultados obtidos comprovaram a linearidade do método, a sua precisao e exatidao demonstrando,
assim, a sua aplicabilidade na quantificacao do acido borico, no controle de qualidade e nos estudos de
estabilidade. Das trés solucdes de acido bdrico preparadas, duas mantiveram o teor do principio ativo
dentro do intervalo considerado aceitavel ao longo de 12 semanas. No entanto, numa das solucées, onde
o nivel de concentracgao de acido bdrico era mais baixo do que as demais, verificou-se rapidamente a sua
a perda de p.a., revelando que a saturagao da solucao é fundamental para a manutencao da estabilidade
quimica. Quanto a estabilidade microbioldgica, nenhuma das solucées apresentou sinais visiveis de
contaminagao microbioldgica no decorrer do estudo. Os resultados dos ensaios de estabilidade realizados
comprovaram que as solucdes alcodlicas de acido bdrico preparadas apresentam estabilidade quimica e
microbioldgica compativel com o prazo de validade que lhes é atribuido (2 meses) e que o prazo de
validade podera ser prolongado, pelo menos até 12 semanas (3 meses), correspondente ao periodo em
estudo. No entanto, s6 a continuacao destes estudos permitird confirmar o novo prazo de validade do
medicamento manipulado em causa.

Na validacao de trimetoprim verificou-se que talvez seja possivel quantifica-lo por espectrofotometria
UV, ja que alguns dos parametros de validacao mostraram-se promissores. No entanto, na adaptacao
deste método a suspensao de trimetoprim, constatou-se que as solugoes preparadas para andlise eram
muito instdveis. Assim, futuramente seria importante melhorar este método de doseamento ou explorar
outros métodos e apds a validacao do mesmo, realizar o estudo da estabilidade fisico-quimica e
microbioldgica da suspensao de trimetoprim a 1%.

Os resultados da validacao do método para a quantificacao do minoxidil, comprovaram que este é preciso
e linear quando se utiliza como solvente a solugao de NaOH 0,1 M. Em relagao ao manipulado, a solugao de
minoxidil a 5%, nao foi possivel verificar se o método era adequado. Tendo em conta estes resultados seria
relevante fazer a adaptacao deste método de doseamento do principio ativo puro para o doseamento do
principio ativo em solucao, utilizando o NaOH como solvente e, posteriormente, fazer a sua validacao bem

como o estudo da estabilidade fisico-quimica e microbioldgica.
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Anexos

Anexo 1: Resultados do doseamento do acido hdrico durante o estudo

As Tabelas A1, A2 e A3 apresentam os resultados do doseamento durante as 12 semanas. Todos os

ensaios foram armazenados em temperatura ambiente.

Tabela A1 Doseamento do dcido hdrico na solucao 1

’

Data do Dias Vol. Vol. Vol. | Concentracdo | Concentracao | Teor

doseamento | passados | Ensaio | Ensaio Vol média | real (mg/ml) esperada p.a
desdea | Branco | 1(ml) Ensaio (ml) (mg/ml) (%)

preparacdo | (ml) 2 (mi)

25/02/19 0 01 420 410 4,05 55,36 50,00 10,7
04/03/19 7 01 3,90 3,90 3,80 5193 50,00 1039
11/03/19 14 01 3,80 3,70 3,65 49,87 50,00 99,8
18/03/19 21 01 3,90 3,90 3,80 5193 50,00 1039
25/03/19 28 01 3,90 3,90 3,80 5193 50,00 1039
01/04/19 35 01 3,90 3,80 3,75 5124 50,00 102,5
08/04/19 42 01 3,90 4,00 3,85 52,62 50,00 105,2
15/04/19 49 01 3,90 3,80 3,75 5124 50,00 102,5
24/04/19 58 01 3,80 3,70 3,65 49,87 50,00 99,8
29/04/19 63 01 3,90 3,70 3,70 50,56 50,00 1011
06/05/19 70 01 3,80 3,80 3,70 50,56 50,00 1011
13/05/19 77 01 420 410 4,05 55,36 50,00 10,7
20/05/19 84 01 3,90 3,90 3,80 5193 50,00 1039
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Tabela A2 Doseamento do acido borico na solugao 2.

Data do Dias Vol. Vol. Vol. | Concentracao | Concentracao | Teor
doseamento | passados | Ensaio | Ensaio Vol média | real (mg/ml) (mg/ml) p.a
desdea Branco 1 Ensaio (ml) (%)
preparacdo | (ml) (ml) 2 (mi)
11/03/19 0 01 400 | 390 | 385 52,62 50,00 1052
18/03/19 7 01 340 | 300 | 310 4233 50,00 847
25/03/19 14 01 300 | 300 | 290 3958 50,00 792
01/04/19 21 01 290 | 280 | 275 3753 50,00 751
08/04/19 28 01 280 | 290 | 275 3753 50,00 751
15/04/19 35 01 300 | 290 | 285 3890 50,00 778
24/04/19 44 01 300 | 280 | 280 3821 50,00 764
29/04/19 49 01 290 | 280 | 275 3753 50,00 751
06/05/19 56 01 290 | 280 | 275 3753 50,00 751
13/05/19 63 01 280 | 290 | 275 3753 50,00 751
20/05/19 70 01 260 | 240 | 240 3273 50,00 655
27/05/19 77 01 280 | 270 | 265 36,16 50,00 723
03/06/19 84 01 280 | 270 | 265 36,16 50,00 723
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Tabela A3 Doseamento do acido bdrico na solugao 3.

Data do Dias Vol. Vol. Vol. | Concentracdo | Concentracdo | Teor

doseamento | passados | Ensaio | Ensaio Vol média | real (mg/ml) (mg/ml) p.a

desdea | Branco | 1(ml) Ensaio (ml) (%)

preparacdo | (ml) 2 (mi)

25/03/19 0 01 420 | 430 | 415 56,73 50,00 1135
01/04/19 7 01 420 | 400 | 400 5467 50,00 1094
08/04/19 14 01 470 | 400 | 395 53,99 50,00 1080
15/04/19 21 01 380 | 370 | 365 49 87 50,00 998
24/04/19 30 01 380 | 390 | 375 5124 50,00 1025
29/04/19 35 01 380 | 370 | 365 49 87 50,00 998
06/05/19 42 01 380 | 370 | 365 49 87 50,00 998
13/05/19 49 01 390 | 380 | 375 5124 50,00 1025
20/05/19 56 01 390 | 380 | 375 5124 50,00 1025
27/05/19 63 01 340 | 350 | 335 4576 50,00 9153
03/06/19 70 01 400 | 390 | 385 52,62 50,00 1052
10/06/19 77 01 360 | 350 | 345 4713 50,00 943
21/06/19 88 01 350 | 370 | 350 4782 50,00 956
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